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ESTUDO MORFOLOGICO DO MESENTERO EM LARVAS DE Dione juno
juno CRAMER, 1779 ( LEPIDOPTERA: NYMPHALIDAE) SUBMETIDAS A
TRATAMENTOS COM NIM (Azadirachta indica, MELIACEAE) EM
CONDIGOES DE LABORATORIO

Anelise Cardoso’; Helio Conte?; Satiko Nanya®

RESUMO: A larva de Dione juno juno é a principal praga do maracuja, esta causa muitos prejuizos as
plantagbes. Os bioinseticidas estdo sendo utilizados como alternativa para o controle de pragas. Dentre
esses, destacam-se, os compostos do nim, Azadirachta indica. A azadiractina, principal composto dessa
planta, é responsavel pela atividade inseticida, podendo causar alteragdes metabdlicas no inseto- alvo
levando-o a morte. Um dos principais 6rgaos atingidos pela azadiractina é o canal alimentar que se divide
em trés regides: estomodeo, meséntero e proctodeo. O meséntero é a principal regido do canal alimentar
sendo o local onde ocorre a digestdo e absorgéo dos alimentos. Esse epitélio, em geral é constituido por
trés tipos de células: as colunares, caliciformes e as regenerativas. O objetivo deste trabalho foi verificar a
acao do nim em lagartas de D. juno Juno sendo que os efeitos observados foram a redugéo da alimentagao
e dificuldade das larvas de fazerem a muda. Em preparagbes histolégicas de meséntero de lagartas
alimentadas com diferentes concentragbes de nim, observamos alteragbes na morfologia das células
epiteliais, redugdo do numero de células regenerativas e dos ninhos formados por elas, afrouxamento da
musculatura associada ao meséntero. Dessa forma concluimos que o nim é uma alternativa para o uso na
agricultura por ser um composto natural e eficiente no controle de D. juno juno, podendo ser utilizada no
controle bioldgico desta praga.
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INTRODUGAO

O maracuja é uma fruta de grande importancia na fruticultura brasileira, atualmente
ha pesquisas avancadas na area de melhoramento das plantas para aumentar a
produtividade. No Parana, a cidade de Corumbatai do Sul € a maior produtora da fruta do
Estado. No entanto, ha um grande problema que atinge as plantagdes de maracuja, é o
ataque das larvas Dione juno juno Cramer, 1779 (Lepidoptera: Nymphalidae), a principal
praga dos maracujazeiros (Passiflora sp.), o seu ataque causa desfolhamento da planta
prejudicando a produtividade. A fase de larva é longa e leva cerca de 40 dias sendo o
periodo em que causam os maiores prejuizos a planta (GALLO, et al. 2002).
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O canal alimentar nos insetos é um tubo que se estende da boca até o anus, se
diferenciando em trés regides, estomodeo ou intestino anterior, meséntero ou intestino
médio e proctodeo ou intestino posterior (BORROR, 1994). O meséntero é onde ocorre a
digestdo propriamente dita, onde ha envolvimento de enzimas que sao produzidas e
secretadas, assim como a absor¢ao dos nutrientes, esta localizado entre o estomodeo e o
proctodeo, constitue-se na maior porgao do trato digestivo. O epitélio do intestino médio é
constituido por células colunares, responsaveis pelo processamento do alimento,
secrecao de enzimas digestivas, secrecao da matriz peritréfica e absorgao dos produtos
finais (PINHEIRO, 2006). As células caliciformes cooperam atuando na homeostase
ibnica e na absorcdo de metabdlitos e as regenerativas, repdem as células que foram
desgastadas ou perdidas durante o processo de digestdo (GUL, et al, 2001; SOUSA,
2009).

Atualmente, os estudos usando bioinseticidas para controle de pragas estdo em
destaque dentre esses, 0 nim Azadirachta indica A. Juss, da familia Meliaceae (SANTOS
e ANDRADE, 2000). Em insetos o nim pode ter varios efeitos, dentre eles na alimentacéo,
oviposi¢cao e no desenvolvimento. A alteragdo no desenvolvimento dos insetos é desde a
morfologia das células epiteliais até a ma formagdo do exoesqueleto causando
deformacgdes graves, levando-o a morte (SCHMUTTERER, 1990). Isso ocorre por causa
da semelhanca quimica da azadiractina com o hormbnio da ecdise dos insetos, a
ecdisona, que perturba a acdo do horménio impedindo a muda e o crescimento
(MARTINEZ, 2006).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi analisar as alteragées causadas pelo
nim no meséntero das larvas de D. juno juno.

MATERIAL E METODOS

Os ovos de D. juno juno foram coletadas manualmente em plantagdes de maracuja
em area urbana na cidade de Mandaguari/PR 23°31'W, 51°40'S e mantidos em
recipientes de plastico em temperatura regulada de 25+1 °C, umidade relativa 70+10% e
fotofase de 12 horas, até a obtenc&o das larvas de 3° instar (17 dias). Em seguida as
larvas foram alimentadas com folhas de maracujazeiro tratadas com solugdo de 6leo
emulsionavel de nim (NATUNEEM® [6leo virgem de nim com teor de azadiractina acima
de 1.500 ppm]), nas concentragdes de 0,1; 0,25; 0,5 e 1%. Para cada concentragao de
solugao, foram testadas quatro caixas contendo 10 larvas cada uma, totalizando 16 caixas
tratadas e uma caixa do controle. Em cada caixa foram colocadas 3 folhas tratadas com
solugao de nim e o controle com agua destilada, por um periodo de 48h, sendo observado
o comportamento alimentar das larvas. Apds esse periodo as folhas foram trocadas por
folhas sem tratamento. No intervalo de 48, 72, 96 e 120h apds a exposigao ao nim, foram
observados o comportamento das larvas e de cada intervalo foram retiradas da caixa 3
larvas de cada uma das repeti¢des, cujas larvas foram dissecadas, o meséntero foi fixado
em Boiun aquoso e submetido aos procedimentos histolégicos de rotina com inclusédo em
parafina, cortes de 6 uym, coloragcdo de HE e analise e fotografia das laminas com auxilio
de cdmera Sony Cyber-Shot DSC-S650.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise do comportamento das larvas de D. juno juno com folhas de
maracujazeiro contendo nim verificamos uma redugdo na quantidade ingerida, nos
intervalos de 48, 72, 96 e 120h, especialmente nas concentracbes 0,5 e 1%. Foi
observada maior redugédo na alimentacdo no tratamento apds 48h. Apds 96h de
exposi¢ao ao nim, as larvas passaram a ter reagdes mais lentas e tiveram dificuldades de
fazer a muda, ficando presas ao exoesqueleto. As larvas da concentragdo 0,1% apéds
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120h iniciaram empupamento, mas as pupas formadas eram mais moles do que as pupas
formadas pelas larvas do controle. Segundo MORDUE and NISBET (2000), individuos da
Ordem Lepidoptera sdo mais sensiveis a agao antialimentar da azadiractina presente no
nim a partir das concentragées de 1 ppm, ocorrendo um efeito maior quando o contato
com esse composto é por ingestdo, forma de contato utilizada em nossos experimentos.
SCHMUTTERER, (1990), relata que os efeitos do nim durante a muda dos insetos,
podem levar a ma formagao de pupas, eclosdo de insetos com asas e pernas defeituosas.

Em analise histologica do meséntero de larvas expostas a concentragéo 0,1%, as
células epiteliais apresentaram-se desorganizadas e mais acidoéfilas. As células colunares
apresentam porgao apical mais dilatada com granulos acidéfilos, semelhantes as bolsas
encontradas no lumen do intestino e o nucleo volumoso (Fig. 1B e C). As células
caliciformes também apresentaram alteragdes morfologicas, sendo mais arredondadas,
nucleo volumoso, auséncia do conteudo celular dentro dos vacuolos (Fig. 1B e C).
Observou-se uma redugao do tamanho das células regenerativas, presentes somente na
base do epitélio e com aparéncia deformada (Fig 1D). Em algumas regides do epitélio a
musculatura ndo se encontrou aderida a parede (Fig. 1E). Assim como em 0,1%, as
alteragdes celulares se mantiveram em 0,25%, ocorrendo aumento do volume celular e de
secrecbes das células colunares e caliciformes; reducdao no tamanho das células
regenerativas. As células colunares e caliciformes apresentaram-se mais alongadas, com
uma grande variacdo de tamanhos entre si, ndo havendo uma uniformidade como
observado no controle (Fig. 1A e E). As substancias secretadas por essas células
aparentam similaridade com parte do citoplasma das células secretoras, sendo esse
material acidoéfilo. As células regenerativas além de terem tamanho reduzido, ndo formam
os ninhos de regeneragao o que € caracteristico desse tipo de célula em Lepidoptera. Nas
concentragdoes de 0,5 e 1%, as alteragdes celulares foram similares, de forma que a
porcéo apical das células colunares se encontra dilatada assim como o nucleo, localizado
também nessa mesma regido, havendo uma grande eliminacdo de secrecdo por essas
células (Fig. 1E). As células caliciformes apresentam vacuolo vazio e mais dilatado do que
o normal. A musculatura do intestino apresentou as fibras mais finas e estas nao
acompanha o dobramento do epitélio. A regido anterior do meséntero apresentou um
maior numero de células deformadas, em relagdo ao controle, além de um grande numero
de bolsas de secrecao. Na concentragdo de 1% foi observado que as células epiteliais
apresentam-se mais alongadas e separadas entre si.

Quanto aos efeitos da azadiractina a niveis celulares, MORDUE and NISBET
(2000) relatam que o efeito desse composto causa a inibicdo da divisdo celular e da
maquinaria celular que mantém o metabolismo, perda do ténus muscular, além de causar
necrose das células epiteliais do meséntero e diminuir os ninhos de regeneracao. Efeitos
também observados em D. juno juno, onde a musculatura do epitélio se apresentou
frouxa, as células epiteliais, principalmente nas maiores concentragdes, estavam
desorganizadas, mas sem caracteristicas de necrosadas. Quanto a diminuigdo dos ninhos
de regeneragao observado esta de acordo com os obtidos em Spodoptera frugiperda (J E
Smith) por CORREIA, et al. (2009).
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Figura 1: Meséntero de larvas D. juno juno tratados com nim. A= Epitélio do controle. Barra = 10 um; B=
Células epiteliais com tratamento 0,1%. Barra= 10 um; C= Secregéo das células epiteliais 0,1%. Barra= 30
pm; D= Células regenerativas. Barra= 10 ym; E= Musculatura epitélio com tratamento 0,25%. Barra= 30 ym;

F= Epitélio com tratamento 1%. Barra= 30 um. Bo= Bolsas de secre¢éo; Ca= células caliciformes; Co=
células colunares; CR= células regenerativas; Lu= Lumen do meséntero; Mu= células musculares.

CONCLUSAO

Concluimos que o extrato de nim é eficiente no controle de D. juno juno, pois este
leva a reducgdo na atividade alimentar impedindo que os insetos fagam a muda. Os efeitos
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dessa substancia a niveis celulares demonstraram alteragdes nas células epiteliais do
meséntero, impedindo que ele absorva os nutrientes levando o inseto a morte. Portanto, o
extrato de nim na agricultura é uma alternativa para o controle biolégico, pois apresenta
um custo reduzido em relagdo aos inseticidas sintéticos e evita a contaminagcdo dos
produtores e do meio ambiente pelos agrotéxicos.
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