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RESUMO
Cerca de 10% das espécies de cupins tém sido apontadas como agente de algum tipo de dano as
plantas. Devido ao habito alimentar variado desses insetos, as caracteristicas do tubo digestivo dos
operarios e pseudo-operarios sdo normalmente utilizadas em sistematica e filogenia. Uma
alternativa para o controle desses insetos € a utilizacdo de fungos entomopatogénicos. No entanto,
os aspectos ligados as reacfes imunoldgicas dos insetos promovidas pelas interagdes com esses
patdgenos, permanecem ainda bastante escassos, principalmente ao que tange as reacdes imunes
deflagrada pelos hemdcitos. Assim a presente pesquisa teve os seguintes objetivos: 1. identificar e
caracterizar a morfologia e ultra-estrutura dos hemacitos de operarios do cupim Nasutitermes
coxipoensis (Holmgren); 2. ampliar as informacGes sobre as rea¢es imunoldgicas dos hemdcitos
quando desafiados imunolégicamente por Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin. e 3.
descrever a histologia do canal alimentar, visando contribuir com informagdes que possam ser
utilizadas na sistematica desse inseto. A analise em microscopia de luz e eletrénica dos hemdcitos
revelou os seguintes tipos celulares: Plasmatdcitos (PL), Granulécitos (GR), Esferulécitos (ES),
Prohemdcitos (PR), Adipohemécitos (AD) e Oenocitéides (OE). Entre as concentracdes de 1x10°a
1x10’ conidios/mL de M. anisopliae, a concentracio mais elevada de 1x10" conidios/mL foi a mais

eficiente com TLso de 1,62 dias. Verificou-se que as células mais frequentes na hemolinfa foram os



Plasmatdcitos e os Granuldcitos para os tratamentos nos diferentes intervalos de tempo. Analisando
a dindmica hemocitaria nos intervalos de 24h, 48h, e 72h, notou-se que os Plasmatocitos reduziram
significativamente, enquanto que os Granuldcitos aumentaram, apds 72h da inoculacdo. Os
Prohemdcitos ndo diferiram estatisticamente nos intervalos de tempos, bem como entre o0s
tratamentos. Durante a contagem diferencial ndo foram evidenciadas alteragdes na morfologia
dessas células. Assim, a utilizacdo do método de inoculacdo por pulverizacdo na concentracdo de
1x10" conidios/mL, em laboratério, mostrou-se eficiente contra 0s mecanismos de defesa de N.
coxipoensis. As caracteristicas histoldgicas do canal alimentar dos operarios, de modo geral, foram
semelhantes as observadas em vérias espécies de cupins, porém foram evidenciadas diferengas na
morfologia das células epiteliais e tipos de dobras na regido do estomodeu, na disposi¢ao e nimero
dos ninhos, bem como a presenca da membrana peritréfica na regido do meséntero. Assim essas
caracteristicas podem ser utilizadas como critérios para a diferenciacdo entre as espécies de cupins

do género Nasutitermes.
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About 10% of the termites’ species have been pointed as agent of some type of damage to the
plants. Due to the diversity of food utilization of termites, the characteristics of the digestive tract
of the workers and pseudo-workers can be used in systematics and filogenia of these insectes. A
control methods of termites is the use of entomopathogenic fungi. Aspects regarding the
immunologic response of termites triggered by pathogens invasions, however, remain scarce
especially related to the immune reactions deflagrated by the hemocytes. Thus this research
focused the following objectives: 1. to identify and to characterize the hemocytes morphology of
Nasutitermes coxipoensis (Holmgren) worker’s cast; 2. to generate information about the
immunologic reactions of hemocytes when challenged by Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorokin in N. coxipoensis workers and, 3. to describe the histology of workers digestive tract
aiming to contribute with support information for systematics of termites. Analysis in light and
electronics microscopy of the hemocytes typified the presence of the following cells:
Plamatocytes (PL), Granulocytes (GR), Spherulocytes (ES), Prohemocytes (PR), Adipohemocytes
(AD) and, Eonocytoids (OE). Among the concentrations from 1x10° to 1x10" conidia/mL of M.
anisopliae, the highest concentration 10" conidia/mL was the most efficient with LTso of 1.62
days. Under this concentration verified greatest frequency of Plamatocytes and Granulocytes in

the hemolymph collected during the intervals of from 24 to 72h after application. The hemocitary



dynamics during the intervals of 24h, 48h, and 72h after application exhibited significant
reduction in Plamatocytes and increasing in Granulocytes. Despite of variation on cell counting
was not notified any morphological alterations in the cells. The use of termites spraying as
treatment method with 1x10’ conidia/mL, in laboratory, triggered the defense mechanisms of N.
coxipoensis. The histology of the digestive tract of the workers, in general, exhibited similar
characteristics to those observed in other species of termites. Exceptions, however, were identified
in the morphology of the epithelial cells regarding the types, number and displaying of these cells
in the region of stomodeum as well as the existence of the peritrophic membrane in the region of
midgut. Thus these characteristics can be used as criteria for the differentiation among the species

of termites of the genus Nasutitermes.
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systematic, Nasutitermes coxipoensis.



ASPECTOS IMUNOLOGICOS E MORFOLOGIA DO CANAL ALIMENTAR DE

OPERARIOS DE Nasutitermes coxipoensis (HOLMGREN) (ISOPTERA: TERMITIDAE)

por

FRANKLIN MAGLIANO DA CUNHA

Dissertacdo apresentada ao Programa de P6s-Graduacao em Entomologia Agricola, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, como parte dos requisitos para obtencdo do grau de

Mestre em Entomologia Agricola.

RECIFE - PE

Fevereiro — 2007



ASPECTOS IMUNOLOGICOS E MORFOLOGIA DO CANAL ALIMENTAR DE

OPERARIOS DE Nasutitermes coxipoensis (HOLMGREN) (ISOPTERA: TERMITIDAE)

por

FRANKLIN MAGLIANO DA CUNHA

Orientadora:

Valéria Wanderley Teixeira— UFRPE

Co-orientador:

Alvaro Aguiar Coelho Teixeira — UFRPE

Examinadores:

Luiz Carlos Alves — CPqAM-FIOCRUZ

Jorge Braz Torres — UFRPE

Vi



A minha orientadora Valéria Wanderley Teixeira,

que através dos anos de convivio, sempre me incentivou
a crescer profissionalmente e pessoalmente, como uma
verdadeira grande amiga.

DEDICO.

Ao0s meus pais José Luiz da Cunha (in memoriam)

e Aurora Magliano da Cunha, minha irmé Bianca Simonetti,

meu sobrinho Eduardo Jorge e minha amada namorada Lidia Alencar.
OFERECO.

vii



AGRADECIMENTOS

A inteligéncia suprema causa primaria de todas as coisas, Deus, pela inspiracdo e forca na
realizacdo de mais uma etapa em minha jornada de vida.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela concessdo
de bolsa de estudo.

A Universidade Federal Rural de Pernambuco e ao Programa de Pds-graduacdo de
Entomologia Agricola pela realizagdo deste curso.

Ao Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ e Laboratério de Pesquisa Keizo
Asami (LIKA/UFPE), por abrirem suas portas para o desenvolvimento de parte da minha
pesquisa.

Ao0s meus pais José Luiz da Cunha (in memoriam) e Aurora Magliano da Cunha por todos
os esfor¢cos que sempre empregaram em suas existéncias para proporcionar-me uma vida com
amor, dignidade, carinho e respeito.

A minha irma Bianca Simonetti Magliano pelo carinho e auxilio dispensados a mim.

A Lidia Alencar, namorada que tanto amo, por partilhar comigo todos os momentos
vivenciados nesses Ultimos tempos, 0 meu muito obrigado.

Ao0s meus parentes por todo o carinho e incentivo.

Aos meus orientadores Alvaro Aguiar Coelho Teixeira, Valéria Wanderley Teixeira e
Auristela Correia de Albuquerque por todo respeito, carinho, amizade e profissionalismo
compartilhados comigo durante 0s nossos seis anos de convivéncia.

Aos amigos Marco Aurélio Paes e Laurici Pires pela sincera amizade e constante disposicao

em colaborar comigo.

viii



A todos os amigos do Laboratério de Histologia que sempre demonstraram um espirito de
colaboracéo e fraternidade, mantendo um ambiente salutar e alegre para a realizacdo dos nossos
trabalhos.

Meus agradecimentos especiais aos estagiarios Paulo Estevao (Sr. Burns), Andresa Cristina,
Lilian Maria e Ana Janaina, pela grandiosa ajuda na realizacdo desde trabalho.

Aos pesquisadores Fabio Brayner e Luiz Carlos Alves por toda atengdo, respeito e
principalmente amizade, construidas ao longo do desenvolvimento da pesquisa. As mestrandas
Helena Rocha e Marilia Gabriela, aos estagiarios Fernando Caldeira, Fabiana Lira, Gabriela Brito,
Silvia Cabral aos técnicos Rafael Padilha, Sérgio Santos, Raimundo Pimentel, Fabia Melo e
Rodrigo Martins, pela colaboracdo no preparo das amostras para a microscopia eletrénica, bem
como todo conhecimento compartilhado, além da amizade desenvolvida.

Ao professor Jorge Braz Torres pela consultoria estatistica e amizade desenvolvida.

Ao professor Antbnio F. de Souza Ledo Veiga pela ajuda na coleta e manutengdo dos
insetos.

A todos os colegas de turma e professores do programa de pos-gradua¢do o meu muitissimo

obrigado por toda a experiéncia profissional e de vida adquirida ao longo do curso.



SUMARIO

Péaginas

AGRADECIMENTOS. .....ovviiierieetisiesissessseesieseessssssssss s essssess s as s sssnsesnssnsssssanssassnsens viii
CAPITULOS

1 INTRODUGAO.... ... oieeeeeeeeeeeeeees e es et es s sae s 01

LITERATURA CITADA.......cocovveererrenrsrinnenn. U 05

2 CARACTERIZACAO DOS HEMOCITOS DE OPERARIOS DE Nasutitermes
coxipoensis (HOLMGREN) E AVALIACAO HEMOCITARIA APOS

PARASITISMO POR  Metarhizium anisopliae  (METSCH.) SOROKIN

.................................................................................................................................... 09
RESUMO ..ot esessess s en s an s s s s 10
ABSTRACT ...ttt n st en s 11
INTRODUGAO. ..ot es s se s s st 12
MATERIAL E METODOS. ......c.oovirieieeeiseeisieeiisseesseseessessessssssssssessssssssssassnsenees 14
RESULTADOS E DISCUSSAOQ..........cmieiieeeeeeeeeeseesessesiesesiesesssesessessssssessensensnes 16
AGRADECIMENTOS. .....ovoieiieeeeesissessesseessessssseessessesssssssssssssesssssssssssssssssnssnees 20
LITERATURA CITADA . .....ovmieeeeeeeeseeeieesessessessiessess s sssnssassessessesn s 20

3 HISTOLOGIA DO CANAL ALIMENTAR DE OPERARIOS DE Nasutitermes

coxipoensis (HOLMGREN) (ISOPTERA:TERMITIDAE)........c..ccoccouvvmrnreonrinrennees 30
RESUMO.......ooiiiieeieieeesseeessees s esaessess s en s as s as s s 31
ABSTRACT ...ttt es st en s enaos 32
INTRODUGAO. ... se s 33
MATERIAL E METODOS. ......o.oevevieeeeeiseeeseeeiessesssesisseessesssssssssssssssssssassnsenees 35
RESULTADOS E DISCUSSAOQ..........cooieiieeeeeeeeeeseesesiesieseeissassassassesssss s s sensnes 36



AGRADECIMENTOS....

LITERATURA CITADA

Xi



CAPITULO 1
INTRODUCAO

Os cupins sdo insetos que apresentam uma ampla distribuicdo geografica com grande
diversidade e abundéncia de individuos, que os tornam importantes para 0s ecossistemas, pois
devido ao seu habito alimentar, participam ativamente, junto as formigas, na decomposi¢cdo da
matéria organica vegetal e como consumidores primarios (Donovan et al. 2000).

Na América do Sul foram registradas cerca de 400 espécies de cupins, as quais estdo
distribuidas nas seguintes familias: Kalotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae,
Termopsidae e Termitidae. Os Termitidae perfazem cerca de 54% e sdo dominantes em
abundéancia e diversidade (Constantino 1999).

Devido ao héabito alimentar variado dos cupins, as caracteristicas do tubo digestivo dos
operarios e pseudo-operéarios sao normalmente utilizadas em sistematica e filogenia, e podem ser
detectaveis em nivel de microscopia 6ptica de luz e eletrénica (Oliveira et al. 1988, Godoy 2004).
Segundo Gongalves (1979) e Noirot (1995), a anatomia do tubo digestivo dos cupins da familia
Termitidae apresenta-se bastante variada quando comparada aos chamados cupins inferiores.

O forte impacto causado pelas constantes expansdes das fronteiras agricolas e a facilidade de
transporte de produtos entre muitas areas tem favorecido o aumento do nimero de espécies de
cupins que passam ao status de pragas, tanto urbanas quanto agricolas (Fontes 1995, Vasconcellos
et al. 2002). Assim, cerca de 10% das espécies de cupins tem sido apontada como agente de
algum tipo de dano as plantas (Edwards & Mill 1986, Constantino 2002).

Segundo Novaretti & Fontes (1998), as culturas da cana de acgucar, arroz e eucalipto sdo as

mais atingidas pelos cupins na América do Sul. Esses autores registram ainda que plantios de



café, milho, algodao e fruteiras podem ser atacadas por esses insetos. No Brasil, 0s cupins tém
sido responsaveis pela reducdo da producdo canavieira, algo em torno de 10 t/ha ao ano. Deste
modo, os cupins representam uma das mais sérias pragas da cana-de-actcar no pais (Constantino
2002).

Como consequéncias diretas da acdo dos cupins a cana-de-agucar, podemos relacionar danos
aos novos toletes utilizados no plantio, no tecido parenquimatoso e nas gemas (Pizano 1995).
Nesta cultura, Miranda et al. (2004) identificaram a ocorréncia das espécies Armintermes
nordestinus Melo & Fontes, Cylindrotermes nordenskioeldi Holmgren, Nasutitermes coxipoensis
(Holmgren) e Syntermes nanus Constantino.

A espécie N. coxipoensis pertence a Familia Termitidae. O género Nasutitermes caracteriza-
se por apresentar soldados com cépsula cefélica arredondada com coloracdo marrom-escuro e
tubo frontal (nasu) conico, largo na base e mandibulas atrofiadas. O térax apresenta seu primeiro
segmento com uma protuberancia em forma de cela. O abdome compde-se de 10 segmentos.
Outras duas castas sdo encontradas na composi¢cdo dos ninhos dessa espécie: os reprodutores de
primeira ordem, representada pelo rei e rainha, os reprodutores de segunda ordem ou neoténicos,
0s quais serdo responsaveis pela formacdo de novas coldnias, e 0s operarios. Esses ultimos
desempenhando papel na ampliacdo e manutencdo do cupinzeiro, além de exercer cuidados com
as ninfas, promovendo a alimentacdo das demais castas e 0s processos de assepsia (Fontes 1995,
Constantino 1999).

O uso de inseticidas quimicos como fipronil (Regent®) e imidacloprid (Confidor 700
GrDA), por exemplo, apresentam-se como um recurso eficiente no controle dos cupins, no
entanto, essas moléculas ainda deixam residuos no solo (Campos et al. 1998). Esse fato induz

uma busca constante e de forma global, por agentes de controle ou técnicas de manejo alternativo,



com efeitos mais especificos e menos nocivos ao ambiente para 0 uso nos agrossistemas (Martius
1998).

A utilizacdo de agentes entomopatogénicos como os fungos sdo de grande viabilidade, pois
seu alto potencial de controle em diversas ordens de insetos € mundialmente conhecido e mesmo
utilizado em altas concentragcfes, ainda assim, evitam desequilibrios biol6gicos de importancia
nos sistemas ecolégicos, mantendo as populacbes de parasitéides, predadores e polinizadores
nesses ambientes, colocando-os deste modo como importante estratégia de Manejo Integrado de
Pragas (MIP) (Pereira et al. 1998, Alves 1992, Neves et al. 2001).

Em Isoptera, o primeiro registro de parasitismo por fungos foi feito por Tate (1928) que
observou e descreveu 0s géneros dos fungos Ectomyces e Termitaria e segundo Alves & Pereira
(1998) os fungos entomopatogénicos causam distarbios fisioldgicos, que refletem alteracbes no
tegumento, sistema circulatério, sistema reprodutor, sistema respiratorio, sistema digestivo e
sistema nervoso. Dentre os fungos utilizados no controle bioldgico de insetos podemos destacar
Metarhizium anisopliae (Metsc.) Sorokin que pertence ao grupo dos Anamorfo, e que segundo
Kendrik (1992) é de onde derivam & maioria dos entomopat6genos.

No que se refere a patogenicidade nos cupins, Albuquerque et al. (2005) demonstraram que a
acdo de M. anisopliae var. anisopliae e M. anisopliae var. acridum sobre N. coxipoensis em
laboratério é eficiente, com mortalidade de 95,7% (0,5 x 10° conidios/mL) e 88,8% (1,8 x 10°
conidios/mL), respectivamente, demonstrando que M. anisopliae var. anisopliae possui maior
potencial para controle deste cupim. Sun et al. (2002), analisando a esporulacédo de M. anisopliae
sobre Coptotermes formosanus Shiraki em laboratorio, concluiram que este fungo apresentou uma
rapida esporulacdo, o que é vantajoso devido ao comportamento social destes insetos, que segundo

Neves & Alves (1999) promovem um eficiente processo asséptico dos individuos.



A constante competicdo dos insetos com uma grande variedade de patdgenos, favoreceu o
desenvolvimento de um complexo e eficiente sistema imunoldgico inato, o qual difere
aparentemente do sistema imunolégico adaptativo dos vertebrados por ndo haver evidéncia para
mecanismos de memoria imunolodgica (Hoffmann et al. 1996, Medzhitov & Janeway Jr 1997).
Sabe-se que a primeira linha de defesa dos insetos contra a a¢do de patdgenos é representada pela
cuticula e o meséntero que formam uma barreira bastante eficiente contra a invasdo dos
microrganismos. Ocorrendo a quebra dessas barreiras, reacdes imunoldgicas comegam a ser
desencadeadas (Sgndergaard 1993, Gallo et al. 2002).

A literatura cita ainda que em alguns casos a baixa velocidade de mortalidade promovida
por alguns isolados ou pela baixa concentragdo do fungo, torna-se um inconveniente para uso no
controle bioldgico, pois nas relacGes entre patdgeno/hospedeiro os primeiros distlrbios detectados
na hemolinfa disparam reagdes de defesa dos hemdcitos, na tentativa de eliminar o agente invasor
ou limitar seu desenvolvimento. Estudos sobre esses mecanismos podem sugerir 0
desenvolvimento de estratégias mais eficientes para o controle de pragas (Gunnarsson & Lackie
1985, Alves & Pereira 1998).

Os aspectos ligados as reagGes imunoldgicas dos insetos promovidos pelas interacbes com
fungos entomopatogénicos, permanecem ainda bastantes escassos, principalmente ao que tange as
reacOes imunes deflagradas pelos hemacitos, células que circulam livremente pela hemolinfa dos
insetos, responsaveis pelos processos de fagocitose, formagdo de nddulos, encapsulamento,
coagulacdo e citotoxidade (Vey & Gotz 1986). Deste modo, o conhecimento dos mecanismos
imunes apresenta uma importancia muito grande, pois os distdrbios causados nesses podem ser
sugeridos para o controle bioldgico de insetos vetores e pragas (Brunham et al. 1993).

Assim, a presente pesquisa visou: 1. identificar e caracterizar a morfologia e ultra-estrutura

dos hemdcitos de operarios do cupim N. coxipoensis; 2. ampliar as informacdes sobre as reacoes



imunolégicas dos hemacitos quando desafiados imunolégicamente por M. anisopliae e 3. descrever
a histologia do canal alimentar, visando contribuir com informagdes que possam ser utilizadas na

sistematica desse inseto.
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RESUMO - Os insetos estdo constantemente competindo com diferentes patdgenos, o que
favoreceu o desenvolvimento de um complexo e eficiente sistema imunoldgico inato. Esses
mecanismos apresentam grande importancia, pois os distarbios causados podem ser utilizados para
o controle bioldgico de insetos. Esta pesquisa teve como objetivos identificar e caracterizar a
morfologia e ultra-estrutura dos hemdcitos de operarios de Nasutitermes coxipoensis (Holmgren)
(i); determinar os tempos letais de Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin sobre N. coxpoensis
nas concentracdes de 10% a 10’ conidios/mL (ii) e; analisar a dindmica hemocitaria quando
imunologicamente desafiados pelo fungo em condicBes de laboratério, nos intervalos de 24h, 48h e
72h (iii). A analise em microscopia de luz e eletrdnica revelou a presenca dos seguintes tipos
celulares: Plasmatocitos (PL), Granuldcitos (GR), Esferuldcitos (ES), Prohemdcitos (PR),
Adipohemécitos (AD) e Oenocitides (OE). A concentracdo de 1x10” conidios/mL causou
mortalidade mais rapida dos cupins com TLso de 1,62 dias. As células mais frequentes foram os
Plasmatdcitos e os Granuldcitos para os tratamentos nos diferentes intervalos de tempo. Em relagao
a dindmica hemocitaria notou-se reducdo significativa dos Plasmatécitos e aumento dos
Granulécitos apés 72h do tratamento. Durante a contagem diferencial ndo foram evidenciadas
alteracbes na morfologia dessas células. Assim, a utilizacdo do método de aplicacdo por
pulverizagdo na concentracéo de 1x10’ conidios/mL, em laboratério, mostrou-se eficiente contra os

mecanismos de defesa de N. coxipoensis.

PALAVRAS-CHAVE: Isoptera, Nasutitermes coxipoensis, dindmica hemocitaria, ultra-estrutura,

Metarhizium anisopliae
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CHARACTERIZATION OF HEMOCYTES IN Nasutitermes coxipoensis (Holmgren)
WORKERS AND HEMOCYTERY DYNAMICS AFTER PARASITISM BY Metarhizium

anisopliae (METSCH.) SOROKIN

ABSTRACT - The insects are constantly competing with a great variety of pathogens, what
favored the development of a complex and efficient innate immunologic system. These
mechanisms are of great importance to the insects; therefore any disorder caused can be explored
into biological control purpose. Thus, this research had three major objective: to identify and to
characterize the morphology and ultrastructure of hemocytes of Nasutitermes nasutitermes
(Holmgren) workers (i); to determine the lethal times of Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorokin on N. coxpoensis using concentrations from 10° to 107 conidia/mL (i) and; to analyze the
hemocytary dynamics when imunological challenged by fungus in conditions of laboratory during
the intervals of 24h, 48h and 72h (iii). Analysis using light and electronics microscopy typified
the existence of the following cells: Plamatocytes (PL), Granulocytes (GR.), Spherulocytes (ES),
Prohemocytes (PR), Adipohemocytes (AD) and Eonocytoids (OE). The concentration of 1x10’
conidia/mL caused the fastest mortality with 1.6 dyas for LTso. The cells Plasmatocytes and
Granulocytes were most frequent during the evaluation intervals from 24 to 72h. The hemocytary
dynamics showed significant reduction of Plasmatocytes and increase of Granulocytes at 72h after
application. During cells counting no alterations in the morphology of these cells were evidenced.
The use of spraying as the method of application of M. anisopliae in the concentration of 1x10’
conidia/mL, in laboratory, triggered the defense’s mechanisms of N. coxipoensis.

KEY WORDS: Isoptera, Nasutitermes coxipoensis, hemocytary dynamic, ultrastructure,

Metarhizium anisopliae
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Introducéo

Os insetos estdo constantemente competindo com uma grande variedade de patdgenos. Este
contato favoreceu o desenvolvimento de um complexo e eficiente sistema imunoldgico inato, o
qual difere aparentemente do sistema imunolégico adaptativo dos vertebrados por ndo haver
evidéncia para mecanismos de memdria imunoldgica (Hoffmann et al. 1996, Medzhitov &
Janeway Jr 1997). De acordo Sgndergaard (1993) e Gallo et al. (2002), a primeira linha de defesa
dos insetos contra a acdo de patdgenos é representada pela cuticula e o meséntero que formam
uma barreira bastante eficiente contra a invasao dos microrganismos. Ocorrendo a quebra dessas
barreiras, reaces imunoldgicas comecam a ser desencadeadas.

O sistema imunoldgico dos insetos caracteriza-se por mediar dois tipos de reagdes contra
agentes estranhos. A primeira é responsavel pela realizacdo dos processos de coagulacdo da
hemolinfa, melanizacdo e producdo de peptideos antimicrobianos, ocorrendo sem a participacdo
direta dos hemdcitos, células que circulam livremente na hemolinfa dos insetos, sendo
denominada de reacdo humoral (Vilmos & Kurucz 1998). O segundo meio de defesa sdo as
reacbes mediadas pelos hemdcitos, sendo conhecidas como reacdo celular (Silva 2002). Essas
células apresentam morfologia e funcdo variada, desempenhando agdes como fagocitose,
formacdo de nddulos e encapsulacdo (Barracco & Menezes 1984, Lavine & Strand 2002).

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de pesquisas sobre o funcionamento das respostas
imunes tem sido focado com maior énfase nos aspectos humorais, deixando aquelas mediadas
pelos hemdcitos com uma lacuna muito ampla dificultando um melhor entendimento dos
mecanismos de defesa nos insetos (Lavine & Strand 2002). Como reflexo, as dificuldades de
padronizacdo na nomenclatura e identificacdo dos tipos de hemdcitos ainda séo visiveis, pois
ferramentas como marcadores moleculares e microscopia eletrdnica ndo eram empregados com

freqiiéncia nesses processos (Gupta 1985, Willot et al. 1994).
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O cupim Nasutitermes coxipoensis (Holmgren) (lsoptera:Termitidae), é de distribuicéo
generalizada, ocorrendo em cana-de-agicar na regido Nordeste do Brasil (Melo Filho 1996 e
Miranda et al. 2004). Esta cultura é de grande importancia para a economia do Estado de
Pernambuco e do pais. Os danos causados por esses insetos podem ser observados nos toletes
utilizados para o replantio do canavial, no tecido parenquimatoso ou sistema radicular das plantas
adultas, causando desta forma perdas quantitativa e qualitativa nessa cultura. Constantino (2002)
relata ainda que esses insetos podem causar danos a outras culturas tais como arroz, café, milho,
algodao e fruteiras.

Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin é um dos fungos mais utilizados em programas
de manejo integrado de pragas (MIP) como uma alternativa ao uso de inseticidas quimicos, e tem
demonstrado grande eficiéncia para a Ordem Isoptera (Alves 1998, Pereira et al. 1998, Neves &
Alves 1999, Sun et al. 2002, Albuquerque et al. 2005). Entretanto, em alguns casos a baixa
velocidade de mortalidade promovida por alguns isolados ou pela baixa concentra¢do do fungo,
torna-se um inconveniente para seu uso, pois nas relacfes entre patdgeno/hospedeiro os primeiros
disturbios detectados na hemolinfa disparam reacGes de defesa dos hemdcitos, na tentativa de
eliminar o agente invasor ou limitar seu desenvolvimento. Estudos sobre esses mecanismos
podem sugerir o desenvolvimento de estratégias mais eficientes para o controle de pragas
(Gunnarsson & Lackie 1985, Alves & Pereira 1998).

O presente trabalho objetivou: 1. identificar e caracterizar a morfologia e ultra-estrutura dos
hemacitos de operarios de N. coxipoensis; 2. determinar os tempos letais de M. anisopliae sobre
esses operarios nas concentragdes de 103, 10%, 10°, 10° e 10 conidios/mL e 3. analisar a dindmica
hemocitéaria quando imunologicamente desafiados pelo fungo em condic¢des de laboratério, nos

intervalos de 24h, 48h e 72h.
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Material e Métodos
Obtencao dos Insetos. Os cupinzeiros foram coletados em canavial no municipio de Itambé, PE e
transportados para o Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
onde foram mantidos em sementeiras contendo plantios de cana-de-agucar.
Obtengéo do Isolado. O fungo M. anisopliae PL4s, isolado de Mahanarva posticata (Stal), com
namero de acesso URM-3185 foi obtido da micoteca da Universidade Federal de Pernambuco.
Teste de Patogenicidade. O fungo foi multiplicado em placas de Petri contendo meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar (BDA) no Laboratério de Controle Bioldgico do Departamento de
Micologia da UFPE. Para a obtencdo das suspensfes, fungos com 12 dias de crescimento em
placa de Petri foram acrescidos com 15 mL de 4gua destilada esterilizada mais Tween 80 a 0,01%,
posteriormente filtrada em gaze esterilizada e as concentracdes ajustadas em 10°, 10%, 10°, 10° e
10’, utilizando-se camara de Neubauer. No tratamento controle, foi aplicado agua destilada
esterilizada mais Tween 80. Para cada tratamento foram utilizados 120 insetos, acondicionados
em numero de 20 individuos por parcela, em uma propor¢do de 16 operarios e quatro soldados de
acordo com confinamento feito por Vasconcellos (1999) em placa de Petri de 10 cm de diametro e
forrada com papel filtro umedecido com &gua destilada para a manutencdo da umidade. Seis
repeticbes foram utilizadas por tratamento. A aplicacdo das suspensfes fungicas foi realizada
através de pulverizacdo. Diariamente a mortalidade foi avaliada e os insetos mortos transferidos
para cadmara incubadora BOD a 26 + 1°C e 12h de fotofase para confirmacdo da morte dos insetos
pelo fungo. Os dados de mortalidade obtidos foram submetidos & analise de Probit e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando-se o programa estatistico SAS
(SAS Institute 1999-2001).
Coleta da Hemolinfa para Identificacdo dos Hemdcitos em Microscopia de Luz. Foi realizada

no Laboratorio de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE.
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Para essa metodologia utilizou-se a técnica de perfusdo descrita por Brayner et al. (2005). Esta
consiste na utilizacdo de um pequeno capilar de vidro contendo solugéo anticoagulante Il (Mead
et al. 1986) para insetos. Esse capilar foi introduzido na regido abdominal de 100 operarios e em
seguida a hemolinfa aspirada foi depositada diretamente em laminas de vidro, deixadas para secar
em temperatura ambiente por 20 minutos, sendo a fixacdo das células realizada em metanol
durante cinco minutos e coradas com Giemsa por quatro minutos. Posteriormente, realizou-se uma
lavagem répida das laminas com &gua destilada para a retirada do excesso de corante, deixando-as
secar em temperatura ambiente para posterior montagem com Entellan. A analise morfoldgica foi
realizada utilizando-se microscopio OLYMPUS BX-49, e fotografados em fotomicroscopio
OLYMPUS BX-51.

Contagem Diferencial dos Hemdcitos. Utilizou-se a metodologia de Falleiros et al. (2003)
modificada. 300 operérios foram pulverizados com M. anisopliae na concentracdo de 10’
conidios/mL, por ter apresentado menor TLso. A hemolinfa foi coletada nos intervalos de 24h,
48h e 72h, também foram coletadas nos mesmo intervalos de tempo hemolinfa de 300 operarios
pulverizados com &gua esterilizada mais Tween 80 (testemunha). Os insetos estavam confinados
em numero de 20 por placa de Petri com dimensdes de 10 cm de didmetro forrada com papel
filtro. Para cada tratamento foi realizada a avaliagdo de 10 laminas, as quais continham a
hemolinfa de 10 individuos distribuidas em pequenos pocos, onde cada lamina representou uma
repeticdo. Em cada repeticdo foram contadas 300 células. A percentagem dos tipos celulares
obtidos em cada repeticdo de todos os tratamentos foi submetido a analise de variancia e as
médias comparadas através do teste de Tukey a 5% de probabilidade. O programa estatistico
utilizado foi o0 ASSIST (Verséo 7.3).

Descricdo Ultra-estrutural dos Hemdcitos. No Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami

(LIKA/UFPE), a hemolinfa de 300 insetos ndo pulverizados foi coletada por perfusdo na regido
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abdominal, para analise em microscopia eletrénica de transmissdo (MET). Assim, a hemolinfa
coletada foi fixada em solucdo de glutaraldeido a 2,5% (tampdo fosfato 0,1M, pH 7,2),
posteriormente o material coletado foi depositado em “ependorffs” contendo fixador durante 2h.
O material foi submetido a trés lavagens de 10 minutos cada com 0 mesmo tampao e pés-fixado
em tetroxido de 6smio (OsO,) a 2% em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2 por 1h. Em seguida, foram
efetuadas trés lavagens de 10 minutos com o mesmo tampdo e submetido a centrifugacdo a 2000
rpm por 1 minuto, no final de cada lavagem. A desidratagdo com acetona ocorreu em banhos
crescentes de 10 minutos. Apos o processo de desidratacdo as células foram embebidas em resina
EMBED@812/Araldite (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA). Os cortes ultrafinos
foram obtidos em ultramicrétomo (UReichert Ultracut), contrastados em acetato de uranila e

citrato de chumbo e analisado em microscopio Zeiss EM109.

Resultados

A eficiéncia de M. anisopliae sobre os operarios de N. coxipoensis pelo método de
pulverizacio foi mais evidente na concentracdo de 1x10’ conidios/mL, o que pode ser verificada
através dos tempos letais onde estes apresentaram uma redugdo em seus valores a medida que as
concentra¢Oes aumentaram (Tabela 1).

A anélise em microscopia de luz e eletrénica dos hemdcitos de operarios de N. coxipoensis
revelou a presenca dos seguintes tipos de hemacitos: Plasmatdcitos (PL), Granulécitos (GR),
Esferuldcitos (ES), Prohemacitos (PR), Adipohemacitos (AD) e Oenocitoéides (OE).

Os Plasmatocitos exibiram um polimorfismo que se caracteriza pelas formas esférica, oval
ou alongada, sendo esta ultima a forma predominante. O nucleo apresentou-se volumoso com
poucas areas heterocromaticas e o citoplasma contendo numerosas vesiculas. Foi possivel

visualizar nessas células prolongamentos citoplasmaticos (Figs. 1A e 2A).
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Os Granuldcitos apresentaram forma esférica ou oval. No seu citoplasma foram visualizados
granulos pequenos, basoéfilos e geralmente esféricos, os quais encobriram o nucleo tornando dificil
a sua visualizacdo. Analisando ultra-estruturalmente verificou-se que os granulos séo bastante

elétron-densos e nucleo apresenta morfologia irregular (Figs. 1B e 2B).

Os Esferuldcitos exibiram morfologia esférica com nucleo central, e se caracterizaram por
apresentarem no seu citoplasma varias vesiculas claras uniformemente distribuidas. A ultra-
estrutura revelou que essas vesiculas sdo pouco elétron-densas e que o nlcleo apresenta grande
area de eucromatina (Figs. 1C e 2C).

Os Prohemocitos foram bem caracterizadas por exibirem nucleos bastante volumosos,
ocupando quase todo o citoplasma. No nucleo foram evidenciadas regides com grande quantidade

de heterocromatina. A morfologia dessa célula variou de esférica a oval (Figs. 1D e 2D).

Os Adipohemacitos chamaram a atengdo por apresentarem numerosas goticulas lipidicas de
tamanho e forma variadas ocupando quase todo o citoplasma, além de algumas mitocdndrias. O

nacleo é excéntrico, com nucléolo evidente (Figs. 1E e 2E).

Os Oenocitdides foram séo células de facil identificacdo por serem os maiores hemocitos,
apresentando morfologia esférica bastante uniforme, ndcleo central e pequeno em relagdo ao
tamanho da célula. No citoplasma os ribossomos livres foram 0s mais abundantes, sendo

observado ainda varias vesiculas e alguns granulos (Figs. 1F e 2F).

Discussao

Os seis tipos de hemdcitos encontrados em N. coxipoensis, sdo reportados na literatura como

as células mais frequentes na hemolinfa dos insetos, podendo ser encontradas em diferentes
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ordens tais como: Lepidoptera, Diptera, Orthoptera, Blattodea, Coleoptera, Hymenoptera e
Hemiptera (Fenoglio et al. 1993, Hernandez et al. 1999, De Silva et al. 2000, Silva et al. 2000,
Hillyer & Christensen 2002, Silva et al. 2002). As caracteristicas morfoldgicas e ultra-estruturais
dos hemdcitos de N. coxipoensis sdo similares as descritas em larvas de Diatraea saccharalis
(Lepidoptera: Pyralidae) (Falleiros et al. 2003), adultos de Culex quinquefasciatus (Diptera:
Culicidae) (Brayner et al. 2005) e em Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) (Ling et al.
2003). Esses achados contribuem para uniformizacao dos tipos de hemdcitos entre as ordens de
insetos, pois segundo Hillyer & Christensen (2002) estudos morfoldgicos dos hemdcitos sdo
tentativas para achar um sistema de classificacdo que seja aplicado a todos os organismos do Filo
Arthropoda ou da Classe Insecta.

Os resultados da contagem diferencial dos hemadcitos de operarios de N. coxipoensis constam
na Tabela 2. Verificou-se que as células mais freqiientes na hemolinfa foram os Plasmatdcitos e 0s
Granulécitos para os tratamentos nos diferentes intervalos de tempo. Analisando a dindmica
hemocitaria nos intervalos de tempo notou-se que os Plasmatdcitos reduziram significativamente,
enquanto que os Granul6citos aumentaram, apds 72h da pulverizagdo. Os Prohemdcitos nédo
diferiram estatisticamente nos intervalos de tempos, bem como entre 0s tratamentos. Ja com
relacdo aos Esferuldcitos, Adipohemdcitos e Oenocitdides apresentaram uma reducdo significativa
entre os tratamentos para todos os intervalos de tempo. Devemos ressaltar ainda que na
testemunha, os Plasmatocitos, Prohemdcitos, Adipohemdcitos e oenocitéides mostraram uma
reducdo significativa apenas no intervalo de 48h em relacdo ao de 24h. Durante a contagem
diferencial ndo foram evidenciadas alterac6es na morfologia dessas células.

O fato dos Plasmatdcitos e Granuldcitos terem sido os tipos celulares mais freqlentes,
confirmam as pesquisas realizadas por Lackie (1988), Ratcliffe (1993), Strand & Pech (1995),

Lavine & Strand (2002), os quais relataram que nos insetos normalmente as células Granulares e
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os Plasmatdcitos compreendem mais de 50% dos hemdcitos circulantes, tendo a capacidade de
adesdo na superficie de corpos estranhos. Segundo Chain & Anderson (1983), Gunnarsson (1988),
Pech & Strand (1996) e Fuguet & Vey (2004) a reducdo dos plasmatdcitos pode esta relacionada
ao envolvimento dessas células no processo inicial de nodulacdo, enquanto que os granuldcitos s6
participam dos estagios finais desse processo, o que justificaria 0 seu aumento. Esses mesmos
autores sugerem ainda que o declinio dos plasmatécitos, em infeccdes com fungos, pode estar
relacionado & sua suscetibilidade aos metabdlicos secundarios toxicos produzidos por estes.

M. anisopliae mostrou-se bastante eficaz na diminuicdo dos Esferuldcitos, Adipohemacitos
e Oenocitdides, este fato pode ser justificado visto que essas células ndo tém funcéo especifica na
defesa celular (Sass et al. 1994, Jiang et al. 1997, Lanot et al. 2001, Lavine & Strand 2002).

Moino Jr. et al. (2002) e Neves & Alves (2004), também, mostraram eficiéncia desse fungo
em laboratério sobre cupins, porém utilizando concentracdes de 1x10° conidios/mL e 1x10°
conidios/mL, respectivamente. A acdo desse fungo sobre operarios e soldados de N. coxipoensis
foi verificada por Albuquerque et al. (2005) utilizando M. anisipliae var. anisopliae isolado PL43
na concentracdo de 0,5 x 10° conidios/mL e M. anisopliae var. acridum isolado CG291 na
concentracdo de 1,8 x 10° conidios/mL, porém esses autores utilizaram o método de aplicacéo por
contato direto dos cupins em placas contendo as culturas flngicas. Assim sendo, os resultados
mostraram que a pulverizagdo do isolado utilizado na concentracio de 1x10’ conidios/mL é um
método eficiente em laboratdrio para o cupim estudado.

Assim, a utilizacdo do método de pulverizacdo na concentracdo de 1x10’ conidios/mL, em

laboratdrio, mostrou-se eficiente contra os mecanismos de defesa celular de N. coxipoensis.

19



Agradecimentos
A CAPES pela concessdo da bolsa ao primeiro autor, possibilitando a realizacio deste

trabalho e a Jorge Braz Torres (UFRPE) pela ajuda nas analises estatisticas e apreciacdo do artigo.

Literatura Citada

Alves, S.B. 1998. Microrganismos associados a insetos, p 75-96, In S.B. Alves (Ed), Controle
microbiano de insetos. Piracicaba, FEALQ, 1163p.

Alves, S.B & R.M. Pereira. 1998. Disturbios fisioldgicos provocados por entomopatégenos, p39-
52.In: S.B. Alves (ed.), Controle Microbiano de Insetos. Piracicaba, FEALQ, 1163p.

Albuquerque, A.C., K.C.A. Pereira, F.M. Cunha, A.F.S.L. Veiga, A.C.R. Athayde &
E.A.L.A. Lima. 2005. Patogenicidade de Metarhizium anisopliae var. anisopliae e
Metarhizium  anisopliae  var.  acridum.  sobre  Nasutitermes  coxipoensis
(Holmgren)(Isoptera: Termitidae). Neotrop. Entomol. 34: 585-592.

Barracco, M.A. & H. Menezes. 1984. Mecanismos celulares de defesa em insetos. Cienc. Cult.
37: 237-250.

Brayner, F.A.,, H.R.C. Aradjo, M.G.S. Cavalcanti, L.C. Alves & C.A. Peixoto. 2005.
Ultrastructural  characterization of the hemocytes o0s Culex quinquefasciatus
(Diptera:Culicidae). Micron 36:359-367.

Brunham, R.C., F.A. Plummer & R.S. Stephens. 1993. Bacterial antigenic variation, host
immune response and pathogen-host coevolution. Infect. Immun. 61: 2273-2276.

Chain, B.M. & R.S. Anderson. 1983. Inflammation in insects: the release of a plasmatocyte
depletion factor following interaction between bacteria and haemocytes. J. Insect Physiol.

29: 1-4.

20



Constantino, R. 2002. The pest termites of South America: taxonomy, distribution and status. J.
Appl. Ent. 126: 355-365.

De Silva, C., G.B. Dunphy & M.E. Rau. 2000. Interaction of hemocytes and prophenoloxidase
system of fifth instar nymphs of Acheta domesticus with bactéria. Dev. Compar. Immunol.
24:367-379.

Falleiros, A.M.F., M.T.S. Bombonato & E.A. Gregdrio. 2003. Ultrastructural and quantitative
studies of hemocytes in the sugarcane borer, Diatreae saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae).
Braz. Arch. Biol. Technol. 46:287-294.

Fenoglio, C., P. Bernardini & M.V. Gervaso. 1993. Cytochemical characterization of the
hemocytes of Leucophaea maderae (Dictyoptera: Blaberoidea). J. Morphol. 218:115-126.

Fuguet, R. & A. Vey. 2004. Comparative analysis of the production of insectisidal and
melanizing macromolecules by strais of Beauveria spp.: in vivo studies. J. Invertebr. Pathol.
85: 152-167.

Gallo, D., O. Nakano, S. Silveira Neto, R.P.L. Carvalho, G.C. de Batista. E. Berti Filho,

J.R.P. Parra, R.A. Zucchi, S.B. Alves, J.D. Vendramim, L.D. Marchini, J.R.S. Lopes &
C. Omoto. 2002. Entomologia Agricola. Piracicaba, Biblioteca de Ciéncias Agrarias Luiz
de Queiroz, 920p.

Gunnarsson, S.G.S. 1988. Infection of Schistocerca gregaria by the fungus Metarhizium
anisopliae: Cellular reactions in the intergument studied by scanning electron and light
microscopy. J. Invertebr. Pathol. 46: 312-319.

Gunnarsson, S.G.S. & A.M. Lackie. 1985. Hemocytic aggregation in Schistocerca gregaria and

Periplaneta americana as a response to injected substances of microbial origin. J. Invert.

Pathol. 46; 312-319.

21



Gupta, A.P. 1985. Cellular elements in hemolymph, 401-451, In: G.A. Kerkut & L.I. Gilbert
(eds.), Comprehensive Insect Physiology, Biochemistry, and Pharmacology, Oxyford, 849p.

Hernandez, S., H. Lanz, M.H. Rodriguez, J.A. Torres, A. Martinez-Palomo & V. Tsutsumi.
1999. Morphological and cytochemical characterization of female Anopheles albimamus
(Diptera: Culicidae) hemocytes. J. Med. Entomol. 36: 426-434.

Hillyer, J.F. & B.M. Christemsen. 2002. Characterization of hemocytes from the yellow fever
mosquito, Aedes aegytti. Histochem. Cell Biol. 117:431-440.

Hoffmann, J.A., J.M. Reichhart & C. Hetru. 1996. Innate immunity in higher insects. C. Curr.
Opin. Immunol. 8:8-13.

Jiang, H., Y. Wang, C. Ma & M.R. Kanost. 1997. Subunit composition of pro-phenol oxidase
from Manduca sexta: molecular cloning of subunit PPO-pl. Insect Biochem. Mol. Biol. 27:
835-850.

Lackie, A.M. 1988. Haemocyte behaviour. Adv. Insect Physiol. 21: 85-178

Lanot, R., D. Zachary, F. Holder & M. Meister. 2001. Postembryonic hematopoiesis in
Drosophila. Dev. Biol. 230:243-257.

Lavine, M.D. & M.R. Strand. 2002. Insect hemocytes and their role in immunity. Insect

Biochem. Mol. Biol. 32:1295-1309.

Ling, E., K. Shirai, R. Kanekatsu & K. Kiguchi. 2003. Classification of larval circulating
hemocytes of the silkworm, Bombyx mori, by acridine orange and propidium iodide staining
Histochem. Cell Biol. 120:505-511

Mead, G.P., N.A. Ratcliffe & L.R. Renwrantz. 1986. The separation of insect hemocyte types
on percoll gradients: methodology and problems. J. Insect Physiol. 32:167-177.

Medzhitov, R. & C.A. Janeway Jr. 1997. Innate Immunity: The virtues of a nonclonal system of

recognition. Cell. 91: 295-298.

22



Melo Filho, R. M. 1996. Controle quimico do cupim Nasutitermes (Dudley, 1890)
(Isoptera:Termitidae), em cana-de-agucar, nos Estados de Pernambuco e Rio Grande do
Norte. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia). UFRPE, Recife, 100p.

Miranda, C.S., A.Vasconcellos & A.G. Bandeira. 2004. Termites in sugar cane in Northeast

Brazil: ecology aspects and pest status. Neotrop. Entomol. 33: 237-241.

Moino Jr., A., S.B. Alves, R.B. Lopes, P.M.O.J. Neves, R.M. Pereira & S.A. Vieira. 2002.
External development of entomopathogenic fungi Beauveria bassiana and Metarhizium
anisopliae in the subterranean térmite Heterotermes tenuis. Sci. Agric. 59:267-273.

Neves, P.J. & S.B. Alves. 1999. Controle associado de Cornitermes cumulans (Kollar,1832)
(Isoptera: Termitidae) com Metarhizium anisopliae, Beuveria bassiana e Imidacloprid. Sci.
Agric. 56: 305-311.

Neves, P.J. & S.B. Alves. 2004. External events related to the infection process of Cornitermes
cumulans (Kollar) (Isoptera: Termitidae) by the entomopathogenic fungi Beauveria
bassiana and Metarhizium anisopliae. Neotrop. Entomol. 33:51-56.

Pech. L.L. & M.R. Strand. 1996. Granular cells are required for encapsulation of foreign targets
by insect haemocytes. J. Cell Sci. 109: 2053-2060.

Pereira, R.M., S.B. Alves, D.R. Sosa-Gomez & N. Macedo. 1998. Utilizacdo de
entomopatdgenos no Manejo Integrado de Pragas, pl097-1118. In: S.B. Alves (Ed.),
Controle Microbiano de Insetos. Piracicaba, FEALQ, 1163 p.

Ratcliffe, N.A. 1993. Cellular defense responses of insects: unresolved problems. 267-303 In
N.E. Beckage, S.N. Thompson & B.A. Federici. (Eds.). Parasites and Pathogens of Insects,
vol. 1.Academic Press, San Diego. 515p.

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

Inc., Cary, North Carolina.

23



Sass, M., A. Kiss & M. Locke. 1994. Integument and hemocyte peptides. J. Insect Physiol. 40:
407-421.

Silva, C De., G.B. Dunphy & M.E. Rau. 2000. Interaction of hemocytes and propheneloxidase
system of fifth instar nymphs of Acheta domesticus with bacteria. Dev. Compar. Immunol.
24: 367-379.

Silva, C.C.A. da. 2002. Aspectos do sistema imunoldgico dos insetos. Biotecnol. Ciénc. Desenv.
24: 68-72.

Silva, J.E.B., I.C. Boleli & Z.L.P. Simdes. 2002. Hemocyte types and total and differential
counts in unparasitized and parasitized Anastrepha obliqua (Diptera, Tephritidae) larvae.
Braz. J. Biol. 62:689-699.

Sgndergaard, L. 1993. Homology between the mammalian liver and the Drosophila fat body.
Trends Genet. 9:193.

Strand, M.R. & L.L. Pech. 1995. Immunological basis for compatibility in parasitoid-host

relationships. Annu. Rev. Entomol. 40: 31-56.

Sun, J., J.R. Fuxa & G. Henderson. 2002. Sporulation of Metarhizium anisopliae and Beuveria
bassiana on Coptotermes formosanus and in vitro. J. Invert. Pathol. 81:78-85.

Vasconcellos, A. 1999. Estrutura e dindmica de ninhos policdlicos de uma espécie de
Nasutitermes (Isoptera:Termitidae) em Mata Atlantica e no meio urbano de Jodo Pessoa,
Paraiba. Mestrado em Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa,
84p.

Vilmos, P. & E. Kurucz. 1998. Insect immunity: evolucionary roots of the mammalian innate

immune system. Immunol. Lett. 62: 59-66.

24



Willott, E., L.W. Thrower & M.R. Kanost. 1994. Immunochemical identification of insect
hemocyte populations: monoclonal antibodies distinguish four major hemocyte types in

Manduca sexta. Eu. J. Cell. Biol. 65:417-423.

25



Tabela 1. Avaliacdo da patogenicidade de M. Anisopliae sobre operarios de N. coxipoensis,

em laboratdrio a 25 + 1°C e fotoperido de 12h.

2
ConFclé?\?rz/gao 'CLso ([-I)-:;ZO) ’.C. 2 95% Equagio Gl 2 P
M. anisopliae PLys  2x10° (1,3x10% 3x10%)*  Y=-3,454+0,801L0g¢se 3 2,30 0,5120
1x10° 36,29  (22,47;94,66)°  Y=-2,427+1,556 LOGempe 8 2,12 0,9770
1x 10* 12,79 (10,95;16,03)°®  Y=-2,581+2,331 LOQiempo 8 1.19  0,9967
1x10° 5,90 (5,41; 6,47)° Y=-1,759+2,280 LOGempo 8 1.31  0,9953
1x10° 3,48 (318;3,77)°  Y=-1,429+2,638 LOGiempo 8 250 0,9613
1x 10’ 1,62 (1,50;1,75)°  Y=-1,146+5413 LOGeempo 8 2.85 10,9430

Concentragéo Letal; “Tempo Letal; ®Intervalo de Confianca a 95% de probabilidade; * Valores

expressos em concentracdes de conidios/mL; *Valores em dias para TLsp,
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Tabela 2. Médias (z desvio padrao) da contagem diferencial dos hemdcitos de operarios de

N. coxipoensis, desafiados imunologicamente por M. anisopliae a 10" conidios/mL.

Tempo apo6s tratamento (horas)

Estatistica’

Tratamento
24h 48h 72h FP

Plasmatdcitos
Testemunha 71,46 +4.28a A 5540+272bA  64,43+406abA 4,59°0192
M. anisopliae 7527 +1,37aA 77,20+ 3,18aB 64,26 +3,50b A 6,020.0069
FP - 27.07°0005 _

Granulécitos
Testemunha 14,00 £232a A 20,80+ 153aA 17,40+ 2,28 a A 2
M. anisopliae 1347177 aA 11,73+256aB 24,66 +3.72b A 6,25000%9
FP - 9200072 _

Prohemacitos
Testemunha 813+134aA 12,33+0,79bA 9,76 +1,0lab A 3,870
M. anisopliae 1060+1,08aA  11,00+186aA 11,23+ 1,46aA -
FF - - -

Esferuldcitos
Testemunha 386+122aA 550+093aA 4,00+0,66aA -
M. anisopliae 020+0,20aB 0,00aB 0,00aB -
FP 8 730,0085 34 840,0001 36.17 0001

Adipohemdcitos

Testemunha 1,83+045aA 390+0,36bA 3,10+0,61ab A 4,56 %0197
M. anisopliae 0,03+0,03aB 0,00aB 0,00aB -
F. P 15.62 %0009 114 15 31958 o5, 5700008

Oenocitoides
Testemunha 0,70+0,17aA 2,16 +0,37b A 1,56 + 0,34 ab A 5,7300084
M. anisopliae 0,03+0,33aB 0,00aB 0,00aB -

FP 15 04 0,0011 33 79 0,0001 20 620’0003

IMédias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

2Resultados néo significativos pela ANOVA.
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Fig. 1. Hemdcitos de N. coxipoensis. Plasmatécito (A) exibindo um citoplasma hialino (seta) com nucleo
(N) grande e pouco heterocromatico. Granulécito (B) grande quantidade de granulos irregulares no
citoplasma (setas) chegando a encobrir quase todo o ndcleo (N). Esferulécito (C) com varias vesiculas
(setas) dispostas em torno do ndcleo (N). Prohemdcito (D) apresentando nicleo volumoso (N) e escasso
citoplasma. Adipohemocito (E) exibindo varias goticulas de lipidios dispostas irregularmente no
citoplasma (setas) proximas ao nucleo (N). Oenocitoide (F) caracterizado pelo seu tamanho volumoso e
forma esférica com ndcleo pequeno e excéntrico (N). Barras =10um.
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M e

Fig. 2. Ultra-estrutura dos hemdcitos de N. coxipoensis. Plasmatocito (A) célula com prologamentos
citoplasmaticos (setas longas) e numerosas vesiculas (setas curtas). Granul6cito (B) granulos elétron-
densos (setas) e nucleo de morfologia irregular (N). Esferuldcito (C) vesiculas pouco elétron-densas
(setas) e nacleo eucromatico (N). Prohemdcito (D) nucleo apresentando regides com grande quantidade de
heterocromatina (setas). Adipohemdcito (E) goticulas lipidicas no citoplasma (setas longas), mitocéndrias
(seta curta) e nacleo com nucléolo evidente (ponta de seta). Oenocitoide (F) citoplasma com numerosos
ribossomos livres (setas longas), varias vesiculas (setas curtas), alguns granulos pouco-elétron-densos
(ponta de setas) e nucleo pequeno (N). Barras =1um.
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RESUMO - Em lIsoptera as caracteristicas do tubo digestivo dos operarios e pseudo-operarios sao
normalmente utilizadas em sistematica e filogenia. Pesquisas tém confirmado o valor do modelo
espiral e morfologia do tubo digestivo dos operarios para a sistematica em cupins superiores,
principalmente na familia Termitidae. Assim, a presente pesquisa teve o objetivo de realizar a
descricdo histolégica do canal alimentar de operarios de Nasutitermes coxipoensis (Holmgren) por
meio da microscopia de luz, visando obter informagdes que contribuam para sistematica desse
género. Operarios de N. coxipoensis foram imobilizados a baixa temperatura (-4°C) para a retirada
do canal alimentar, o qual foi fixado em Bouin aquoso por 24h, incluido em “paraplast”, e 0s
cortes corados pela Hematoxilina-Eosina (H-E) e Tricromico de Mallory. Os resultados
mostraram que as caracteristicas histologicas do canal alimentar de operarios de N. coxipoensis,
de modo geral, foram semelhantes as observadas em vérias espécies de cupins, porém foram
evidenciadas diferencas na morfologia das células epiteliais e tipos de dobras na regido do
estomodeu, na disposi¢do e nimero dos ninhos, bem como a presenca da membrana peritrofica na
regido do meséntero. Assim essas caracteristicas podem ser utilizadas como critérios para a

diferenciacdo entre as espécies de cupins do género Nasutitermes.

PALAVRAS-CHAVE: Sistemaética, cupins, morfologia, operarios
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HISTOLOGY OF THE WORKERS DIGESTIVE TRACT IN Nasutitermes coxipoensis

(HOLMGREN) (ISOPTERA: TERMITIDAE)

ABSTRACT - Histological characteristics of the termites workers and pseudo-workers digestive
tract are used for systematic and phylogeny studies. Research has confirmed the value of the
workers spiral digestive tract model and its morphology for systematic in higher termite, mainly
in Termitidae. Thus, this research was carried out describing Nasutitermes coxipoensis workers
digestive tract through light microscopy. Workers of N. coxipoensis were immobilized at low
temperature (-4°C) to the extraction the food channel, which was fixed in liquid Bouin for 24h,
embedding in “ paraplast”, and the cuts were staining by Hematoxilin — Eosin (H-E) and
trichrome of Mallory. Overall, the histological characteristics found for N. coxipoensis digestive
tract were consistent with those described in several species of termites endorsing the method
applied. However, this study found differences on morphollogy of epitelials cells and on the types
of epithelium folds in the region of stomodeum regarding the displaying and the numbers of nests,
as well as the presence of peritrophic membrane in the mesenterum region. Therefore, these
characteristics may be used as characters to diferentiate species among termites of the genus

Nasutitermes.

KEY WORDS: Systematic, termites, morphology, workers
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Introducéo

A maioria dos cupins apresenta habito alimentar herbivoro, em especial de material
vegetal em varios estagios de decomposicdo (Fontes 1987, Oliveira et al. 1988). Porém, cerca de
10% das espécies de cupins tem sido apontada como agente de algum tipo de dano as plantas
(Edwards & Mill 1986, Constantino 2002). Segundo Pizano (1995), Martius (1998), Culliney &
Grace (2000), Su & Scheffrahn (2000) aproximadamente das 2.500 espécies sdo conhecidas no
mundo e em torno de 300 sdo notoriamente pragas de lavouras e estruturas de madeira. Dentre
estas, j& foram identificados mais de 12 espécies que atacam a cana-de-agUcar, sendo para o
Nordeste os géneros Amintermes, Cylindrotermes e Nasutitermes 0s mais importantes.

No Brasil, os cupins tém sido responsaveis pela reducdo da producdo canavieira, algo em
torno de 10t/ha ao ano, assim, isso 0s coloca como uma das piores pragas da cana-de-agucar |,
principalmente no Nordeste (Albuquerque et al. 2005). Nesta cultura, Miranda et al. (2004)
identificaram a ocorréncia das espécies Armintermes nordestinus Melo & Fontes, Cylindrotermes
nordenskioeldi Holmgren, Nasutitermes coxipoensis (Holmgren) e Syntermes nanus Constantino.

Costa-Leonardo (1995) menciona que o tubo digestivo dos cupins € geralmente bastante
desenvolvido, ocupando grande parte do abdome, e de acordo com Oliveira et al. (1988) a
preferéncia alimentar desses insetos se reflete em diferencas morfoldgicas no tubo digestivo que
podem ser detectaveis em nivel de microscopia Optica de luz e eletrbnica, sendo de grande
importancia na sistematica, além de ser um valioso auxilio na interpretacdo ecoldgica.

Na Ordem Isoptera as caracteristicas do tubo digestivo dos operérios e pseudo-operarios
sdo normalmente utilizadas em sistematicas e filogenia, e varias pesquisas tém confirmado o valor
do modelo espiral e morfologia do tubo digestivo dos operérios para a sistematica em cupins

superiores, principalmente na familia Termitidae quando comparado aos cupins inferiores como,
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por exemplo, os da familia Kalotermitidae, onde a anatomia é mais uniforme (Goncgalves 1979,
Johnson 1979, Fontes 1992, Noirot 1995, Constantino 1998, Godoy 2004).

Fontes (1987), analisando a morfologia e configuracdo do tubo digestivo de cupins
operarios de oito géneros (Convexitermes, Atlantitermes, Araujotermes, Coatitermes,
Subulitermes, Agnathotermes, Cyranotermes e Angularitermes) da familia Termitidae, observou
modificacbes na moela, no proctodeu, na valvula entérica, na panca, no colon e segmento
meséntero-proctodeu. No entanto, ndo ha relatos sobre os aspectos morfoldgicos do tubo digestivo
de cupins do género Nasutitermes.

Assim, a presente pesquisa teve o objetivo de descrever a histologia do canal alimentar de
operarios de N. coxipoensis, por meio da microscopia de luz, visando obter informacdes que

contribuam para sistematica desse género.

Material e Métodos

A presente pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Histologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
Obtencao dos Insetos. Os cupinzeiros foram coletados em canavial no municipio de Itambé-PE e
transportados para o Departamento de Agronomia da UFRPE, onde foram mantidos em
sementeiras contendo plantios de cana-de-agUcar.
Coleta do Canal Alimentar para Anélise em Microscopia de Luz. Operarios de N. coxipoensis
foram imobilizados a baixa temperatura (-4°C) de acordo com Gongcalves (1979) e posteriormente
colocados em laminas de vidro contendo solucdo fixadora de Bolin aquoso (75 mL de solucao
saturada de acido picrico, 25 mL de formaldeido, e 5 mL &cido acético). Utilizando-se pinga,
laminas de bisturi e esteromicroscépio (QUIMIS — modelo 1069), a cabeca do cupim foi

decapitada, tomando-se cuidado para preservacao da faringe. Em seguida, foi feita a remocéo dos
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dois Gltimos segmentos abdominais para facilitar a extracdo do canal alimentar que foi puxado
cuidadosamente pela abertura feita no abdome. Apoés distender o canal alimentar o mesmo foi
imerso para fixacdo em liquido de Bouin por um periodo de 24h. Para a inclusdo das regides
(estomodeu, meséntero e proctodeu) do canal alimentar, estas foram desidratadas em banhos de
alcool etilico 70% (30 minutos), 90% e 100% por 10 minutos cada e diafanizadas em xilol por 10
minutos. Em seguida foram impregnados em banhos de “paraplast” diluido em xilol na propor¢édo
de 50% e 100%, durante uma hora cada, e incluidos, apds o Gltimo banho. A seguir, os blocos
foram cortados em micr6tomo do tipo Minot (LEICA RM 2035) ajustado para 6 um. Os cortes
assim obtidos foram submetidos as técnicas de coloracdes pela Hematoxilina — Eosina (H-E) e
Tricromico de Mallory, empregando-se a metodologia descrita por Behmer et al. (1976),
Jungueira & Junqueira (1983) e Michalany (1990). A analise histologica foi realizada utilizando-
se um microscopio de luz, da marca OLYMPUS BX-49, e fotografado em fotomicroscépico

OLYMPUS BX-51.

Resultados

Histologicamente o canal alimentar dos operarios de N. coxipoensis apresenta as seguintes
caracteristicas:
Faringe. E revestida internamente por tecido epitelial constituido por uma Unica camada de
células que variam de pavimentosa a colunar alta. Na superficie dessas células foi evidenciada
intima bem desenvolvida com areas contendo espinhos ou espiculas, a qual junto com o epitélio
formam pequenas projecGes para a luz do orgdo. A faringe é envolvida por tecido muscular
estriado disposto em duas camadas, onde a mais interna apresenta-se em pequenos feixes
descontinuos entre si e dispostos longitudinalmente, enquanto que a camada mais externa é

continua e disposta circularmente (Fig. 1A).
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Ingllvio. Essa regido caracteriza-se por ser revestida por uma camada de epitélio simples com
células colunares com nucleo eliptico, localizado na regido basal e nucléolo bem evidente. A
lamina epitelial que também contém uma intima, porém sem espicula, projeta-se para a luz do
6rgdo formando dobras bem mais definidas em relacdo a faringe. Essas projecGes sdo em torno de
13. Externamente esse 6rgdo é revestido por uma delgada camada de tecido muscular disposta
circularmente. Na base de algumas projecdes nota-se a presenca de fibras musculares arranjadas
longitudinalmente (Fig. 1B).

Proventriculo. Lamina epitelial formada por numerosas dobras longitudinais as quais variam de
forma e tamanho de acordo com a regido desse 6rgdo. Nota-se na regido anterior, 12 dobras
maiores, intercaladas por dobras menores totalizando 24 dobras (Fig. 1C). A lamina epitelial
dessas dobras apresenta-se do tipo simples colunar, sendo revestida por uma intima sem espicula e
bastante espessa (Fig. 1D). J& na regido posterior evidenciou-se apenas 12 dobras, sendo seis
maiores com morfologia foliar e seis menores com morfologia piramidal (Figs. 1E e 1F). Nessas
dobras é possivel observar uma intima espessa revestindo a lamina epitelial que é do tipo simples
colunar apoiado numa delgada lamina prépria. Essa lamina prépria também foi evidenciada entre
as fibras musculares que reveste externamente esse orgéo (Fig. 2A).

Meséntero. Apresenta uma parede bastante espessa sendo constituida internamente por tecido
epitelial do tipo simples, constituido por dois tipos de células: células regenerativas, agrupadas na
base da lamina epitelial e células colunares altas com microvilos (Fig. 2B). Envolvendo o material
digerido verificou-se a presenca da membrana peritrofica. Externamente esse 6rgdo apresenta uma
fina camada de tecido muscular disposto circularmente. Nao foi evidenciada Iamina prépria neste
orgdo (Fig. 2C). Proximo ao meséntero observou-se tubos de Malpighi constituidos por uma

camada simples de tecido epitelial (Fig. 2D).
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Proctodeu. Na regido do colon o epitélio é recoberto por uma espessa intima e constituido por
celulas colunares com ndcleo esférico, basal e volumoso. A Iamina epitelial apresenta evaginacoes
digitiformes que preenche grande parte da cavidade intestinal. Externamente evidencia-se uma
espessa camada muscular disposta circularmente (Fig. 2E). O reto, de forma geral, apresentou as
mesmas caracteristicas histologicas do colon, exceto pela auséncia de evaginacdes e pela presenca
de uma delgada camada de tecido muscular (Fig. 2F). No proctodeu ndo foi evidenciada lamina

propria.

Discussao

De um modo geral a estrutura histoldégica do estomodeu de N. coxipoensis é bastante
simples, sendo constituido por uma camada externa de musculo circular, algumas fibras
musculares longitudinais e uma camada de tecido epitelial simples coberto pela intima. A
histologia da faringe apresentou-se semelhante as caracteristicas observadas por Gongalves (1980)
para a espécie Rugitermes niger (Oliveira) (Isoptera: Kalotermitidae), porém diferindo com
relagdo & morfologia das células epiteliais, onde este autor relata uma variagdo de achatada a
cUbica para esta espécie. As caracteristicas histolégicas das dobras observadas no inglavio sdo
semelhantes as descritas por Noirot (1995) para as seguintes familias de cupins inferiores:
Termopsidae, Hodotermitidae, Mastotermitidae, Kalotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitinae.
No entanto, N. coxipoensis apresenta uma delgada camada de tecido muscular envolvendo todo o
6rgdo, caracteristica esta comum nos cupins superiores (Noirot 2001). Embora, tenham sido
observadas 13 dobras da lamina epitelial nessa regido, essa caracteristica ndo é considerada de
importancia para a sistematica ou habito alimentar desses insetos, pois varios autores relatam que
essas dobras diminuem de nimero e se tornam menos elevadas de acordo com o volume do

contetdo alimentar ingerido (Gongalves 1980, Noirot 2001).
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No proventriculo, tanto na regido anterior como na posterior, s6 foram evidencia dobras de
primeira e segunda ordem, as quais modificam de forma e tamanho ao longo do 6rgédo. Estes
achados sédo semelhantes aos observados por Czolij et al. (1984) em Mastotermes darwiniensis
(Froggatt) (Isoptera: Mastotermitidae) e por Costa-Leonardo (1995) em Serritermes serrifer
(Hagen) (Isoptera: Serritermitidae). A estrutura apresentada pelo proventriculo esta relacionada
com a funcdo e consequentemente com os habitos alimentares dos cupins, assim, as espécies que
se alimentam de madeira, por exemplo, necessitam de um proventriculo mais complexo que
aqueles cuja alimentacdo baseia-se em humus (Brune & Kihl 1996). Apesar de ser observada
dobras de primeira e segunda ordem, Gongalves (1980) relatou a presenca de dobras de terceira e
quarta ordem ocorrendo no proventriculo de cupins inferiores.

As descrices histologicas do meséntero de N. coxipoensis sdo similares aos encontrados por
Oliveira et al. (1988) ao analisarem ultra-estruturalmente o meséntero das espécies Rugitermes
niger (Oliveira), Armintermes euamignathus (Silvestri) e Cornitermes cumulan (Kollar). As
células regenerativas encontradas agrupadas sdo denominadas por Snodgrass (1993), Costa-
Leonardo (1995) e Chapman (1998), de ninhos. De acordo com Gongalves (1980) e Noirot (1995)
esses ninhos em cupins inferiores sdo numerosos e estdo bem proximos uns dos outros. No
entanto, em N. coxipoensis 0s ninhos encontram-se mais afastados e em menor nimero. Este fato
pode estd relacionado com a presenca da membrana peritrofica, pois de acordo com as
observacdes de Oliveira et al. (1988) essa estrutura, juntamente com secre¢des mucosas, pode
atenuar os danos mecanicos nas células digestivas causado pelo atrito com o alimento ingerido,
resultando assim numa menor taxa de renovacao dessas células.

As descricdes feitas para a regido do proctodeu sdo similares as relatadas para 0s cupins de
um modo geral (Gongalves 1980, Costa-Leonardo 1995, Noirot 1995). Assim, a morfologia das

células epiteliais e os tipos de dobras presentes na regido do estomodeu, a disposi¢do e nimero
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dos ninhos, bem como a presenca da membrana peritrofica na regido do meséntero em operarios
de N. coxipoensis podem ser utilizados como um recurso a mais para a diferenciagdo entre as

espécies de cupins do género Nasutitermes.
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Fig. 1. (A) Faringe: epitélio com células variando de pavimentosa (seta curta) a colunar alto (seta longa),
intima com espicula (ponta de seta) e pequenos feixes de fibras musculares longitudinais na base do
epitélio (seta branca). Barra 10um. (B) Ingluvio: projecGes do epitélio (setas longas), fibras musculares
longitudinais (ponta de seta) e circulares (seta curta) Barra 400um. (C) Proventriculo regido anterior:
dobras maiores (seta) e menores (ponta de seta) do epitélio. Barra 400um. (D) Proventriculo regido
anterior: células colunares altas revestidas por espessa intima (seta longa) apoiada no tecido muscular (seta
curta). Barra 10um. (E) Proventriculo regido posterior: dobras de tamanho e forma variadas. Barra 400um.
(F) Proventriculo regido posterior: dobras de primeira ordem (seta curta) e segunda ordem (ponta de seta).
Barra 10um. Coloragéo H-E.

43



Fig. 2. (A) Proventriculo regido posterior: lamina prdpria delgada ap0|ando o epltello (seta Ionga) e entre
as fibras musculares (seta curta). Barra 10um. Tricrdmico de Mallory. (B) Meséntero: tecido epitelial
simples, com células colunares altas (seta) e células regenerativas agrupadas na base da lamina epitelial
(ponta de seta) nota-se ainda na luz do 6rgédo presenca do conteudo alimentar (*). Barra 400um. H-E. (C)
Meséntero: membrana peritrofica (ponta de seta) e delgada camada de tecido muscular (seta). Barra
400um. Tricrdomico de Mallory. (D) Tubos de Malpighi associados ao meséntero (setas). Barra 400um. H-
E. (E) Proctodeu regido anterior: Iamina epitelial formando evaginacdes (pontas de seta), e espessa camada
de tecido muscular estriado (seta). Barra 10um. Tricromico de Mallory. (F) Proctodeu regido posterior:
epitélio simples colunar (seta longa) com intima (ponta de seta), e delgada camada muscular (seta curta).
Barra 10pum. H-E.
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