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RESUMO: A sericicultura € uma fonte de renda para a agricultura familiar que gera recursos para muitos
produtores, principalmente no estado do Parana. Contudo ela vem sendo comprometida por diversos
patégenos, entre estes, podemos destacar os fungo, como no caso de Metarhizium anisopliae, que é
amplamente utilizado no controle biolégico de insetos pragas, mas também pode infectar o B. mori. Assim,
tendo em vista a importancia de se realizarem estudos desta relagcéo, o presente trabalho objetivou analisar
a patologia do tegumento de larvas de B. mori de quinto instar submetidas a inoculagdo pelo M. anisopliae,
uma vez que € a via de infeccdo deste fungo. Para isso, larvas foram inoculadas com o M. anisopliae
procedendo-se a anadlise sintomatologica e o processamento histolégico em diferentes tempos poés-
inoculagdo (d.p.i). As larvas mostraram-se susceptiveis a partir do segundo d.p.i., apresentando sintomas
caracteristicos de infeccao por fungos: redu¢do na alimentagdo e no tamanho do corpo do inseto. No
tegumento surgiram lesdes de coloragéo escura, ocorrendo também a formagédo de micélios que saiam via
tegumento apds a morte da larva. A andlise do laminario evidenciou claramente a formagcdo de um micélio
que desorganiza o tegumento do inseto hospedeiro.
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1 INTRODUGAO

A atividade sericicola teve inicio na China ha mais de cinco mil anos, onde as
lagartas foram domesticadas provavelmente a partir da linhagem Bombyx mandarina; e
somente em 1740 esta pratica chegou ao Brasil. O bicho-da-seda da amoreira, Bombyx
mori, Linnaeus, 1758 (Lepdoptera: Bombycidae), € criado pelos sericicultores para
produzir fios de seda ao final de seu ciclo larval que serado utilizados na industria téxtil
para a produgao de fios e tecidos. No Brasil a sericicultura representa uma alternativa de
renda para a agricultura familiar, e o estado do Parana é o principal produtor brasileiro de
casulos e fios, responsavel por 90% da producdo nacional, destinados quase que
totalmente ao mercado externo (BRANCALHAOQ, 2002; SEAB, 2007).

No decorrer do seu ciclo de vida, B. mori € susceptivel a varios patdégenos, como
os virus da familia Baculoviridae, as bactérias e os fungos, que podem causar prejuizos
significativos aos produtores e a industria sericicola. Estes patdgenos desenvolveram uma
série de estratégias co-evolutivas para transporem as barreiras de defesa no corpo do
inseto, dentre estas barreiras estd o tegumento (ALVES, 1998; BRANCALHAO &
RIBEIRO 2003).

O tegumento reveste todo o corpo dos insetos, e além de atuar como barreira a
penetracdo de patdgenos, este 6rgdo impede a desidratagcdo e da suporte estrutural ao
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inseto, 0 que propiciou o0 sucesso no ambiente terrestre. Morfologicamente ele é formado
por uma epiderme constituida por um epitélio de revestimento simples subjacente a uma
cuticula quitinosa. A cuticula é formada por varias camadas, composta de lipideos,
polifendis e proteinas. Ja o epitélio apresenta células especializadas unidas por jungdes
celulares que secretam feromaonios, ceras e outras substancias (CHAPMAN, 1998).

Dentre os fungos que acometem o bicho-da-seda podemos destacar o Metarhizium
anisopliae, que é utilizado amplamente no controle biolégico de pragas agricolas. Este
fungo consegue penetrar quimica e fisicamente no tegumento dos insetos levando-os a
morte rapidamente, e ao penetrar cresce nos diversos 6rgdaos até o esgotamento dos
nutrientes; no final do ciclo infeccioso, as hifas saem por extrusao e recobrem o corpo por
completo. Se as condigdes de temperatura e umidade forem adequadas ocorre a
producao de conidios que poderdo disseminar a infeccdo verticalmente para os demais
organismos da populagdo e para o meio ambiente, onde as formas resistentes podem
persistir por um longo periodo (LAVERLAM, 1999; CHARNLEY & St LEGER, 1991;
ALVES, 1998).

Uma vez que este fungo é amplamente utilizado no controle de pragas agricolas
formas infectantes podem ser transportadas pelo vento ou chuva aos galpdes de criagao
do bicho-da-seda e levar a uma diminuicdo da producdo. Tendo em vista que o M.
anisopliae pode eventualmente infectar o B. mori, o presente trabalho visou analisar a
patologia causada por este fungo em sua via de entrada, o tegumento.

2 MATERIAL E METODOS

Para tanto, o fungo utilizado foi o Metarhizium anisopliae, isolado E9 cedido pela
Emcapa - Empresa Capixaba de Pesquisa Agropecuaria de Vitéria ES, que foi isolado de
Deois flavopicta (Homoptera: Cercopidae), conhecida popularmente como cigarrinha-das-
pastagens. Os conidios puros foram coletados por raspagem dos meios de incubagao e
suspendidos em uma solugéo de agua destilada com espalhante adesivo 0,1% Tween
80®. A suspensdo de conidios foi quantificada com o auxilio de camara de Neubauer,
chegando a uma concentracgao final de aproximadamente 1,5x10® conidios/mL.

Os conidios foram inoculados em 40 larvas de quinto instar, logo apés a muda,
através da imersao rapida na suspenséao de conidios. Um grupo controle de 40 larvas foi
imerso em agua destilada com espalhante adesivo.

Os grupos inoculados e controle foram acondicionados em caixas de criagdo em
sala climatizada e alimentados duas vezes ao dia com folhas de amoreira. Para o controle
da infecgao, os grupos eram observados duas vezes ao dia e os dados sintomatolégicos
anotados em ficha propria.

Apos a morte, as larvas foram submetidas a prova de camara umida, para
confirmar a infecgcao pelo M. anisopliae, sendo estas acompanhadas por um periodo de
sete dias pos morte (d.p.m.).

Para a analise patoldgica, larvas inoculadas e controle foram selecionados
aleatoriamente com intervalos de 24 horas a partir do primeiro ao sétimo dia pés-
inoculagado (d.p.i.), dissecadas, fixadas em Bouin, processadas pela técnica histolégica
padrao e, coradas com hematoxilina-eosina (HE).

As anadlises e os registros de imagens foram feito diariamente em microscopio
optico Olympus CBA, com o auxilio da camera digital Sony Cybershot DSC-W50
acoplada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Na andlise sintomatoldgica observamos a partir do terceiro d.p.i. alguns sinais
caracteristicos de infecgdo causada por fungos, como: diminuicdo na alimentagéo,
escurecimento do tegumento, redu¢cdo no tamanho do corpo e na atividade do inseto
(PITTA, 1994; TAVARES et al., 2007).

As larvas inoculadas com M. anisopliae, ja& se encontravam mortas no sétimo dia
apos a infeccdo mostrando que este fungo é extremamente patogénico. Alves (1998)
deixa claro que este fungo pode infectar diversos insetos praga, como Mahanarva
posticata, Deois flavopicta (Homoptera : Cercopidae), Diatraea saccharalis (Lepidoptera:
Pyralidae) entre outros, ocorrendo a morte do hospedeiro entre oito a dez dias em média.
Isto refor¢ca nossa preocupacgao de possiveis infeccbes que venham a ocorrer no campo
em detrimento da utilizagdo de bioinseticidas em locais proximos aos galpdes de criagao
de B. mori, inseto de importancia econémica.

No tegumento surgiram lesdes escuras em diversas locais, com predominio na
regido dos espiraculos e membranas intersegmentares a partir do quinto d.p.i. Estas
lesdes ocorrem provavelmente devido a agao de enzimas produzidas pelos fungos (Figura
2).

A observagcdo em camara umida mostrou que ja no primeiro dia pos-morte (d.p.m.),
a larva tornou-se mais rigida, ocorrendo também a formagao de micélios que saiam via
tegumento, confirmando a infec¢do pelo M. anisopliae. No quinto d.p.m., ocorreu a
formagao de um espesso micélio que recobria o corpo da larva (GARCIA, 2004).

A analise do laminario em todos os tempos revelou que as células do epitélio
tegumentar ndo sao alvos de infecgdo causada pelo M. anisopliae. Contudo, a partir do
segundo d.p.i.,, observou-se uma grande quantidade de hemdcitos na hemocele. No
terceiro d.p.i., estes hemocitos circundavam estruturas hifais em desenvolvimento no
interior do inseto. Estas hifas invadiam os espacos intercelulares em diversas regides
(Figura 1B). No prosseguimento do ciclo infeccioso, no quinto d.p.i., o epitélio tequmentar
e a camada cuticular apresentavam-se desorganizados (Figura 1C). Provavelmente esta
desorganizagao se deve pela agao fisica das hifas em processo de extrusdo e nao pela
infeccao do epitélio. No primeiro d.p.m., foi possivel visualizar hifas no exterior do corpo e
verificou-se regides com grande crescimento hifal que separam a cuticula da porgao
celular do tegumento (Figura 1D).

Figura 1. Cortes histoldgicos do tegumento de B. mori em diferentes dias pds-inoculagédo com M.
anisopliae, corados com hematoxilina-eosina. (A), corte longitudinal do tegumento do material
controle, evidenciando lamina basal (»), células do tegumento (4+) e camada cuticular (CU).400x .
(B), (C) e (D), mostrando as diferentes fases de infecg¢ao e, alteragdes no tegumento com 3 dpi,
5dpi e 1 dpm, respectivamente, seta mostrando hifas invadindo o tegumento. 1000x.
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Figura 2. A seta mostra lesao escura no tegumento proveniente da infecgéo pelo M. anisopliae, no
5° d.p.i., espiraculos () e membrana intersegmentar ().

4 CONCLUSAO

O fungo M. anisopliae,é altamente patogénico ao B. mori, ocorrendo a mortalidade
de 100% das larvas inoculadas em um curto periodo de tempo.

Larvas de B. mori inoculadas com o fungo M. anisopliae tém seu tegumento
completamente destruido pela agédo fungica. Contudo, esta destruicdo ndo provém da
infeccao do epitélio tegumentar, mas sim da agao fisica das hifas em desenvolvimento no
interior do corpo das larvas.
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