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RESUMO 

As espécies Diatraea saccharalis (Fabr.) e Diatraea flavipennella (Box) representam um 

problema para cultura da cana-de-açúcar, sendo o endoparasitoide Cotesia flavipes (Cam.) 

introduzido em 1974 para o controle destas pragas. Nos últimos 30 anos houve inversão na 

população destas espécies de brocas no estado de Alagoas e hoje há predominância de D. 

flavipennella nos canaviais nordestinos, surgindo entre os produtores à idéia de que C. flavipes 

não controla satisfatoriamente esta praga. Como o parasitismo de larvas de lepidópteros por 

endoparasitoides esta associada com a supressão da imunidade e manipulação da fisiologia, do 

hospedeiro, para aumentar a disponibilidade de nutrientes. Neste trabalho investigou se a resposta 

imune (níveis de óxido nítrico, atividade da fenoloxidase, contagem total e diferencial dos 

hemócitos, capacidade de encapsulação e apoptose) em D. flavipennella seria suprimida por C. 

flavipes e se alterações no perfil bioquímico, da hemolinfa e do corpo gorduroso (proteínas, 

carboidratos e lipídeos), bem como modificações na citoquímica dos hemócitos, ocorreriam para 

garantir o parasitismo. Os resultados mostraram redução na produção de óxido nítrico, na 

atividade da fenoloxidase e no número total de hemócitos. Na contagem diferencial, observou-se 

aumento no número de plasmatócitos e redução de esferulócitos. A capacidade de encapsulação 
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foi afetada. Registrou-se apoptose nos hemócitos e corpo gorduroso. Ocorreu redução de 

proteínas e lipídeos na hemolinfa e proteína e carboidrato no corpo gorduroso. A citoquímica dos 

hemócitos foi alterada, tendo reduzido polissacarídeos ácidos nos prohemócitos e oenocitóides, 

mucina nos plasmatócitos e granulócitos e lipídeos nos adipohemócitos, granulócitos, e 

prohemócitos. Observou-se também uma drástica degeneração do corpo gorduroso. Já o perfil 

protéico revelou a presença de quatro proteínas específicas do parasitismo na hemolinfa. Conclui-

se, então, que C. flavipes é eficiente no controle de D. flavipennella por suprimir a resposta 

imunológica, humoral e celular, alterar o perfil bioquímico da hemolinfa e corpo gorduroso e 

citoquímica dos hemócitos. 

 

PALAVRAS-CHAVE:  Citoquímica, hemócitos, encapsulação, parasitoide, broca da cana-

de-açúcar, nutrientes, corpo gorduroso. 
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flavipennella (BOX) (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) 

por 

ELIANA MARIA DOS PASSOS 

(Under the Direction of Professor Valéria Wanderley Teixeira - UFRPE) 

ABSTRACT 

Lepidopteran larval parasitism by endoparasitoids is associated with immune suppression 

and manipulation of the host physiology. This study investigated if the immune response in 

Diatraea flavipennella (Box) is suppressed by Cotesia flavipes (Cam.) and if changes occur in 

biochemical profile, haemolymph, and fat body, cytochemistry of hemocytes to ensure parasitism. 

Levels concentration of nitric oxide, phenoloxidase, and protein was determined. Total number of 

hemocytes per microliter of hemolymph and the average percentage of these cells were verified. 

Capacity of melanization and encapsulation by injection and ultrastructural analysis of 

microbeads was evaluated. Presence of apoptotic cells in fat body was investigated using TUNEL 

technique. Levels of carbohydrate, lipid, and protein in hemolymph and fat body were quantified, 

as well as the proteic profile of hemolymph was characterized. Histological sections of stained 

caterpillars were obtained using PAS (Periodic acid/Schiff's) reaction. Marking of acidic 

polysaccharides, mucin, and lipids was investigated on hemocytes. Results showed reduction in 

nitric oxide production, phenol oxidase activity, and total number of hemocytes. In the differential 

count, increase in number of plasmatocytes and reduction of spherulocytes were observed. The 

encapsulation capacity was affected. Apoptosis in hemocytes and fat body was registered. 
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Reduction of proteins and lipids occurred in hemolymph and protein; reduction of carbohydrate 

occurred in body fat. Cytochemistry of hemocytes was changed, reducing the acidic 

polysaccharides in prohemocytes and oenocytoids, mucin in plasmatocytes and granulocytes, and 

lipids in adipohemocytes, granulocytes, and prohemocytes. It was also observed a drastic body fat 

degeneration. The proteic profile showed presence of four specific proteins of parasitism in the 

hemolymph. It is concluded that C. flavipes is effective for controlling D. flavipennella by 

suppressing the immune, humoral, and cellular response, altering the biochemical profile of 

hemolymph, fat body, and cytochemistry of hemocytes. 

 

KEY WORDS: Citochemistry, hemocytes, encapsulation, parasitoid, sugarcane 

moth borer, nutrients, fat body. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO 

O cultivo da cana-de-açúcar no país data do período colonial, hoje devido aos avanços 

tecnológicos e investimentos destinados a esta cultura, o Brasil se apresenta no cenário mundial 

como maior produtor de cana-de-açúcar e etanol. Além disso, conquista, cada vez mais, o 

mercado externo com o uso do biocombustível como alternativa energética (MAPA 2012). 

Segundo o terceiro levantamento anual realizado pelo Ministério da Agricultura, através da 

Companhia Nacional de Abasteciemnto - CONAB (2013), estima-se uma colheita de 595,13 

milhões de toneladas de cana para a safra 2012/2013, das quais 48,93% são para a fabricação de 

açúcar e 51,0% para a produção de álcool. A estimativa é que sejam produzidos 37,66 milhões de 

toneladas de açúcar e 23,62 bilhões de litros de álcool. Esta cultura continua ainda em expansão 

aqui no país, com progressivo aumento na região Centro-Oeste, Sudeste e Sul.  

A exemplo, do que ocorre com as demais áreas canavieiras do mundo as brocas Diatraea 

spp constituem problemas para todas as regiões canavieiras do Brasil, ocasionando perdas 

significativas no rendimento (Lima & Marques 1985). As lagartas de Diatraea saccharalis 

(Fabricius), presente em todo o continente Americano, provocam danos diretos e indiretos. Os 

danos diretos decorrem da alimentação do inseto e caracterizam-se por: perda de peso, devido à 

abertura de galerias, morte da gema apical, encurtamento de entrenó, quebra da cana, 

enraizamento aéreo e germinações das gemas laterais, reduzindo assim, a produção de cana e 

conseqüentemente, de seus produtos (Mendonça 1996, Gallo et al. 2002, Botelho & Macedo 

2002). Os danos indiretos também são consideráveis, as galerias e orifícios deixados pelas 
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lagartas servem como porta de entrada para microorganismos, predominantemente fungos que 

causam a podridão vermelha - Colletotrichum falcatum (Went) e Fusarium moniliforme 

(Sheldon), estes invertem a sacarose, diminuindo a pureza do caldo e o rendimento em açúcar 

(Gallo et al. 2002).  

Danos semelhantes são ocasionados por outra espécie de Diatraea, a Diatraea flavipennella 

(Box). Conhecida como broca da cabeça amarela da cana-de-açúcar, é uma praga de ocorrência 

restrita ao Brasil, com grande importância econômica principalmente nos Estados da Região 

Nordeste (Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Ceará, Rio Grande do Norte e Paraíba) 

(Mendonça 1996).  

Os parasitoides larvais da broca são os mais utilizados como método de controle no Brasil e 

no mundo, especialmente o braconídeo Cotesia flavipes (Cameron) (Pinto et al. 2006). No 

período de 1974 a 1976 este parasitoide larval foi introduzido nos estados de Pernambuco, 

Paraíba, Rio Grande do Norte, Sergipe, Alagoas, Bahia e Rio de Janeiro para o controle de D. 

saccharalis e D. flavipennella e em São Paulo e Amapá para o controle de D. saccharalis (Risco 

1976, Pereira et al. 1977, Mendonça Filho et al. 1977, Botelho & Macedo 2002). O Programa 

Nacional de Controle Biológico de Diatraea spp, na cana-de-açúcar no Brasil, implantado em 

1974 pelo Instituto do Açúcar e do Álcool - IAA, através do Programa Nacional de Melhoramento 

da Cana-de-açúcar - PLANALSUCAR, produziu e liberou aproximadamente 4,4 bilhões da vespa 

C. flavipes, em todo o país, atingindo uma área de 800.000 ha durante o período de 1974 a 1985, 

reduzindo a intensidade de infestação da praga em 57,14% e mantendo inferior ao nível crítico 

(PLANALSUCAR/CONOR 1975 -1986).  

Em Pernambuco, Sergipe, Bahia, Paraíba e no Rio Grande do Norte segundo relatórios 

anuais da Cordenadoria Regional do Norte – CONOR do PLANALSUCAR (1975 -1986) sempre 

houve predominância da espécie D. flavipennella entre 1975 a 1986. Enquanto no estado de 
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Alagoas, entre as décadas de 70 e início de 80 havia a dominância específica de D. saccharalis 

(70,12%) sobre D. flavipennella (29,88) (Risco et al. 1975). No entanto, em meados da década de 

80, já foi evidenciada uma inversão na dominância destas espécies, segundo relatório do 

PLANALSUCAR (1985), havendo uma predominância D. flavipennella (89,80%) sobre D. 

saccharalis (10,20%), neste período. Em levantamento realizado no estado de Alagoas de 

setembro de 2003 a fevereiro de 2004 verificou-se que 97,67% da população amostrada consistia 

de D. flavipennella e somente 2,33% de D. saccharalis. Confirmando assim a inversão na 

dominância destas espécies nos últimos 30 anos no Estado de Alagoas (Freitas et al. 2006).  

Hoje, no Estado de Pernambuco, segundo Silva (2013) dados não publicados, continua a 

predominância de D. flavipennella, agora com quase 100% de dominância o que fez surgir entre 

os plantadores de cana a idéia de que C. flavipes por algum motivo não é capaz de parasitar, 

desenvolver e consequentemente controlar a lagarta D. flavipennella. Além disso, desde que foi 

introduzido no Brasil, em meados de 1974, o endoparasitoide C. flavipes é criado em laboratório 

sobre D. saccharalis e liberado em campo para o controle das duas brocas. 

Em geral, linhagens dos parasitoides surgem frequentemente em paralelo a mudanças em 

seus hospedeiros. Os endoparasitoides apresentam um contato mais íntimo com fatores imunes e 

de desenvolvimento do hospedeiro favorecendo uma maior especialização, particularmente de 

coinobiontes, parasitoides que permitem o desenvolvimento do hospedeiro, os quais apresentam 

uma capacidade de adaptar-se ao meio hospedeiro mais especializado (Pennacchio & Strand 

2006). A família Braconidae apresenta um grupo específico de hospedeiros o que sugere 

fortemente que o padrão de diversificação tem sido influenciado pela filogenia do hospedeiro 

(Wharton 1993). Dentro desta família, C. flavipes apresenta uma diversidade de fatores de evasão 

em diferentes tempos após o parasitismo, os quais podem não ser idênticos entre parasitoides 
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congenéricos porque eles têm evoluído em resposta fisiológica a diferentes hospedeiros habituais 

(McEvoy 1996, Strand & Obrycki 1996).  

O sucesso do parasitoide está estritamente relacionado aos mecanismos de interação 

hospedeiro-parasitoide, que se desenvolve ao longo do processo evolucionário e que permite a 

regulação da fisiologia do hospedeiro para o benefício do parasitoide (Pinto et al. 2006). Assim, 

os imaturos do parasitoide enfrentam uma série de desafios fisiológicos que pode diminuir suas 

chances de sobrevivência. Esses desafios incluem a garantia de suprimento adequado de alimento 

e oxigênio e a morte do hospedeiro, devido a doenças, predação ou parasitismo secundário. 

Contudo, as maiores ameaças potenciais estão presentes nas formas dos vários mecanismos de 

defesa imunológica e variações do sistema endócrino, que são cruciais para a regulação do 

hospedeiro (Edwards et al. 2001). 

O sistema imune natural dos insetos é comumente dividido em defesas celulares e resposta 

humoral. A resposta humoral resulta principalmente da ação de proteínas que estão sempre 

presentes ou são produzidas, sendo em geral associadas à infecção de microorganismos. Entre as 

moléculas mais importantes do sistema humoral, estão os peptídeos antimicrobianos, produzidos 

por diversos tecidos e normalmente detectados na hemolinfa algumas horas após a infecção. Os 

insetos também liberam oxigênio citotóxico e reativo, assim como uma gama de outras moléculas 

de defesa, como lisozimas (Hoffman 2003, Garcia et al. 2004, Büyükgüzel et al. 2007, Lopes 

2008). Enquanto as reações celulares ocorrem na hemolinfa quando os hemócitos circulantes 

entram em contato com o corpo estranho desencadeando o processo de fagocitose, agregação, 

nodulação ou encapsulação (Gillespie et al. 1997, Lavine & Strand 2002). 

Em geral os hospedeiros incompatíveis eliminam os endoparasitoides por mecanismos de 

encapsulação, processo no qual os hemócitos formam uma série de capas envoltórias sobre a 

estrutura invasora, que neste caso são os ovos introduzidos pela fêmea do parasitoide na hemocele 
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do hospedeiro (Strand & Pech 1995, Schmidt et al. 2001, Lavine & Strand 2002). Dois tipos de 

encapsulação são descritos: a encapsulação celular, que ocorrer sem a melanização, e a 

encapsulação melanótica, que ocorre com ou sem hemócitos (Gillespie et al. 1997). A melanina 

depositada sobre os ovos, que previne ou retarda o crescimento do invasor, é formada 

principalmente durante a oxidação e polimerização de fenóis, como a tirosina e a dopamina, por 

enzimas denominadas coletivamente por fenoloxidases (Nappi et al. 1991, Nappi et al. 1992, 

Blumberg 1997a e b, Beckage 1998).  

O complexo bioquímico da melanização de nódulos e cápsulas inicia-se quando a tirosina é 

convertida em dihidroxifenilalanina (DOPA) por meio da ação da enzima monofenololoxidase 

(tirosinase). DOPA é então convertido em quinona-DOPA por difenoloxidase e daí para melanina 

através de uma série de intermediários tóxicos. Precursores de fenoloxidase (pré e 

profenoloxidase) podem está associado aos hemócitos ou circular livremente no plasma, antes de 

serem ativados por proteases de serina, e fragmentos de peptídeos são removidos das moléculas 

precursoras (Beckage 2006). Outras enzimas participam no processo de encapsulação melanótica, 

como é o caso da monofenol oxidase, da fenilalanina hidroxilase e da glicose desidrogenase 

(Nappi et al. 1991, Li et al. 1992, Hillyer & Christensen 2002, Johnson et al. 2003).  

Após a encapsulação os ovos ou larvas de parasitoides ficam isolados da hemolinfa do 

hospedeiro, e podem morrer pela atuação de uma soma de fatores tais como asfixia, fome, 

inibição física do desenvolvimento ou pela liberação de substâncias tóxicas (Blumberg 1990, 

Godfray & Hassell 1993, Blumberg 1997a e b, Kraaijeveld et al. 1998; Nappi & Vass 1998). As 

moléculas citotóxicas geradas durante a resposta imune estão associadas à atividade enzimática e 

incluem espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) assim como de quinóides 

intermediários da melanina, os quais são liberados via cascata de profenoloxidase (Nappi & 

Ottaviani 2000).  
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A produção de óxido nítrico (NO), por exemplo, resulta da interação ligante-receptor, onde 

a óxido nítrico sintase (NOS) converte L-arginina em NO e L-citrulina na presença de cofatores, 

como o NADPH (Nicotinamida-adenina-dinucleotídeo-fosfato-hidrogênio) (Moncada et al. 1991). 

Em hospedeiros imunorreativos ocorre o aumento na produção de óxido nítrico (NO), o qual se 

comporta como molécula efetora na interação com reativos intermediários, como o O2
-
 ou H2O2, 

para iniciar a atividade citotóxica empregada na defesa contra invasores (Nappi et al. 2000). A 

demonstração da produção de NO na hemolinfa é feita de forma indireta utilizando a 

concentração de nitrito (NO2
-
) e nitrato (NO3

-
) (Green et al. 1981). 

Em casos de ocorrer um encapsulamento parcial dos ovos ou das larvas do parasitoide, estes 

podem sobreviver e continuar o seu desenvolvimento, o que é demonstrado pela ocorrência de 

larvas de parasitoide ligadas a restos do córion de ovos encapsulados (Blumberg & Goldberg 

1992, Blumberg & van Driesche 2001). Assim, o sucesso na encapsulação depende do 

reconhecimento e da presença de quantidade suficientemente grande de hemócitos para a 

formação da cápsula. O reconhecimento do invasor é mediado por um grupo de proteínas 

denominadas moléculas de adesão e citocinas (Strand & Pech 1995, Lavine & Strand 2002, 

Carton et al. 2005). Estas reconhecem e se ligam a moléculas na superfície dos corpos estranhos, 

consistindo na resposta hemocítica primária, a qual se traduz na amplificação da população de 

hemócitos (Eslin et al. 1998, Yu et al. 2002). Como ocorre em interações hospedeiro-parasitoide, 

logo após o parasitismo (Guzo & Stoltz 1987, Alleyne & Wiedenmann 2001, Reed et al. 2007).  

A outra condição é a presença, nos hospedeiros parasitados, de quantidade suficientemente 

grande de hemócitos para que a cápsula celular seja completada antes do ovo do parasitoide se 

proteger, através do envolvimento pelos tecidos do hospedeiro. Assim, o êxito da reação de defesa 

contra os ovos de endoparasitoides foi considerado relacionado, pelo menos em parte, com o 
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número de hemócitos circulando na hemolinfa poucas horas após o parasitismo (Eslin & Prevost 

1996, Bauer et al. 1998). 

Normalmente, na encapsulação de ovos ou larvas de parasitoides, inicialmente, os 

granulócitos são as primeiras células a fazer reconhecimento do corpo estranho. Estes fixam-se a 

superfície deste corpo e libera o seu conteúdo, em uma reação de desgranulação, formando uma 

matriz adesiva na superfície do alvo que induz a deposição de múltiplas camadas de 

plasmatócitos, que compreendem a maior parte da cápsula (Beckage 2006). A finalização da 

cápsula é marcada pelo decréscimo na desgranulação, migração de hemócitos das camadas 

excedentes exteriores da cápsula e aparecimento de granulócitos vagamente aderentes na 

superfície exterior da cápsula (Pech & Strand 2000, Wiegand et al. 2000). Estas células acabam 

por morrer devido a substâncias liberados pelos plasmatócitos (Pech & Strand 2000).  

As cápsulas podem, então, aderir a tecidos e órgãos do hospedeiro, tais como o corpo 

gorduroso, túbulos de Malpighi, glândulas salivares, ou intestino e assim, são retirados da 

hemolinfa. Embora seja raro, o material encapsulado pode ser totalmente expulso da hemocele 

com a epiderme liberada com a exuvial da cutícula do hospedeiro durante a ecdise. Este fenômeno 

é chamado de "encistamento cuticular,"o qual ocorre quando um parasitoide se desenvolve em um 

hospedeiro não compatível (Beckage 2006).  

A reação de defesa celular, através dos hemócitos, pode ser controlada por ação hormonal. 

Por exemplo, a aplicação de anti-hormônios juvenis causa fortes reações de encapsulação, sendo a 

melanização bastante pronunciada (Khafagi & Hegazi 2001). Diferentemente, quando os níveis de 

ecdisona são baixos ou o sinal da ecdisona é bloqueado, a resposta de encapsulação é seriamente 

comprometida. A ecdisona é um hormônio-chave na síntese da melanina, uma vez que regula a 

expressão da fenoloxidase. A ativação deste hormônio potencializa os precursores dos hemócitos 

a responderem ao parasitismo por meio da proliferação e diferenciação (Sorrentino et al. 2002).  
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Além dos vários mecanismos de defesa imunológica os imaturos do parasitoide enfrentam 

variações do sistema endócrino. Assim, os organismos invasores, ou se adaptam ao padrão 

determinado pelo hospedeiro para seu programa de desenvolvimento, ou assumem o controle da 

fisiologia do hospedeiro e a manipulam para suprir suas necessidades (Vinson & Iwantsch 1980). 

Os principais grupos hormonais responsáveis pela regulação do crescimento, desenvolvimento, 

metamorfose e reprodução são os ecdisteróides e o hormônio juvenil, produzidos pelas glândulas 

protorácicas e pelos corpora allata, respectivamente. Estes têm sua produção e liberação regulada 

pelos neurohormônios, sintetizados em células secretoras de vários órgãos. A manipulação da 

fisiologia do hospedeiro realizada pelos parasitoides ocorre em grande parte através da alteração 

na síntese, liberação, metabolismo e ação desses hormônios (Edwards et al. 2001, Beckage & 

Gelman 2004).  

Parasitoides podem liberar na hemolinfa do hospedeiro ecdisteróides e hormônio juvenil 

para ajustar os níveis desses hormônios a fim de satisfazer suas necessidades (Cole et al. 2002). 

Em hospedeiros parasitados por Cotesia spp, os efeitos endócrinos se tornam evidentes no último 

instar do hospedeiro, quando os sintomas da metamorfose são suprimidos e este vive por muitos 

dias em um estado de pós-emergência, sem se alimentar (Alleyne & Beckage 1997). Em geral, os 

coinobiontes, induzem uma série de mudanças fisiológicas em seus hospedeiros para garantir 

sucesso na colonização e desenvolvimento. Muitas dessas mudanças são sincronizadas com o 

desenvolvimento do imaturo do parasitoide, assim como a indução de alterações no ambiente 

interno do hospedeiro para atender ao requerimento do estágio específico de desenvolvimento do 

parasitoide (Pinheiro et al. 2010).  

Por depender completamente de seu hospedeiro para a aquisição de nutrientes, os 

endoparasitoides larvais evoluíram e suas larvas manipulam a fisiologia do hospedeiro para 

aumentar a disponibilidade de nutrientes (Rivers & Denlinger 1994, Jervis et al. 2008). Estudos 
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revelaram que o parasitoide regula quantitativa e qualitativamente o nível de nutrientes do 

hospedeiro, a fim de atender suas necessidades nutricionais (Nakamatsu & Tanaka 2004, Kaeslin 

et al. 2005, Salvador & Cônsoli 2008).  

Como a maior parte do metabolismo intermediário do inseto ocorre no corpo gorduroso, 

incluindo metabolismo de lipídios e de carboidratos, síntese de proteínas, e de aminoácidos 

(Visser et al. 2010), alterações metabólicas no corpo gorduroso são comumente atribuídas ao 

parasitismo (Thompson 2001, Beckage & Gelman 2004). Larvas de parasitoides gregários usam o 

corpo gorduroso e nutriente da hemolinfa do hospedeiro na proporção do número de parasitoides 

da progênie (Nakamatsu & Tanaka 2004). Entretanto, a regulação do hospedeiro pelo parasitoide 

é espécie – especifica entre as espécies de parasitoide ficando difícil generalizar (Nakamatsu et al. 

2002). 

O conjunto de mecanismos usados pelos parasitoides para suprimir o sistema imune e 

manipular os aspectos fisiológicos e bioquímicos de seus hospedeiros incluem desde proteínas, 

sintetizadas pelas fêmeas e introduzidas durante a oviposição (venenos e proteínas ovarianas), 

vírus simbiontes (polidnavírus-PDV) e células liberadas pelo ovo do parasitoide no final do 

desenvolvimento embrionário (teratócitos), assim como secreções liberadas pela própria larva do 

parasitoide em desenvolvimento (Dahlman & Vinson 1993, Strand & Pech 1995, Beckage & 

Gelman 2004).  

O veneno consiste numa mistura complexa de diversos componentes protéicos e não 

protéicos. Muitas dessas proteínas apresentam estrutura e função similares a moléculas endógenas 

que estão envolvidas no processo fisiológico e bioquímico em animais (Fry et al. 2009, Asgari & 

Rivers 2011). Os vírus simbiontes, presentes nas células do cálice do trato reprodutivo da fêmea, e 

liberados juntamente com o ovo do parasitoide, também são partículas endógenas contendo um 

filamento duplo de DNA, denominados polidnavírus devido ao seu genoma polidisperso. Eles 
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invadem os tecidos do hospedeiro, inclusive o corpo gorduroso, penetram nos hemócitos e 

expressam um complemento de genes virais específicos (Strand & Pech 1995, Beckage 1998, 

Lavine & Strand 2002, Turnbull & Webb 2002).  

Os teratócitos são grandes células que tem origem a partir das células serosas que rodeiam o 

embrião do parasitoide, as quais, após a eclosão da larva se dissociam e dispersam-se na 

hemolinfa do hospedeiro (Dahlman 1990, Dahlman 1991, Webb et al. 2001). Sofrem alterações 

citológicas como aumento do número de microvilosidades e vesículas. O número por hospedeiro 

varia de cerca de 10 a 1000, podendo diminuir devido a degeneração, ingestão pelas larvas do 

parasitoide ou expulsão pelo hospedeiro (Basio & Kim 2005). Sintetizan produtos que servem 

como nutrientes para o imaturo do parasitoide e que podem atuar na regulação do 

desenvolvimento e crescimento do hospedeiro, além de contribuir com supressão do mecanismo 

de resposta imunológica do hospedeiro, como a encapsulação (Dahlman & Vinson 1993). 

O papel de cada um desses componentes utilizados pelo parasitoide, para manipular 

aspectos fisiológicos e suprimir a defesa do hospedeiro, varia com as espécies envolvidas na 

interação hospedeiro-parasitoide, podendo atuar de forma sinérgica ou independente. Além disso, 

o mecanismo pelo qual esses componentes atuam ainda não se encontra completamente 

esclarecido (Asgari & Rivers 2011). No geral esses componentes suprimem a resposta imune, 

modulam o ambiente nutricional e alteraram o desenvolvimento do hospedeiro mediante 

interferência no sistema endócrino, indução de efeitos citotóxicos e modulação das células de 

defesa (Weaver et al. 2001). Por exemplo, ao intervir na cascata proteolítica, reduzindo a 

atividade da fenoloxidase, evita a melanização (Asgari et al. 2003). E na ausência da melanização, 

os radicais tóxicos e compostos intermediários que reagem com o oxigênio não são formados, e, 

portanto, o parasitoide é protegido (Richards & Edwards 2000). 
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A característica mais comum compartilhada pela ação de secreções da vespa e produtos 

virais é indução de morte celular em tecidos selecionados do inseto hospedeiro (Rivers et al. 

2007). Sendo descrita como um dos meios necessários para manipular o hospedeiro e garantir o 

desenvolvimento do parasitoide (Nakamatsu & Tanaka 2003, Zhang et al. 2005, Asgari 2006). 

Em hemócitos leva a consequente redução no número destas células e a interrupção da resposta de 

encapsulação (Strand & Pech 1995, Teramoto & Tanaka 2004, Luo & Pang 2006, Suzuki 

&Tanaka 2006, Richards & Dani 2007).  

A habilidade dos parasitoides para se desenvolver em diferentes espécies de hospedeiro está 

correlacionada com a síntese de proteínas específicas do parasitismo-PSP (Harwood et al. 1998). 

Essas proteínas são provavelmente produtos de genes polydnavírus uma vez que também são 

produzidas quando as larvas são injetadas com vírus purificado (Harwood & Beckage 1994).  

Os parasitoides, além dos mecanismos de imunossupressão mencionados, podem utilizar 

ainda estratégias passivas, como oviposição e desenvolvimento em tecidos que são inacessíveis 

aos hemócitos do hospedeiro (Pennacchio & Strand 2006). Ou mesmo, põem seus ovos na 

hemocele do hospedeiro, no entanto a superfície de sua progênie apresenta características que não 

são reconhecidas como intrusos pelos hemócitos (Schmidt et al. 2001). 

Para comprovar o efeito imunossupressor e estudar o papel de cada mecanismo utilizado 

pelo parasitoide, pesquisadores têm injetado partículas abióticas, tais como micro-esferas tipo 

Sefadex, em lagartas parasitadas, nas quais, tem sido constatada uma menor melanização e 

porcentagem de encapsulação destas partículas pelos hemócitos, em comparação ao que ocorre 

em lagartas não parasitadas (Lavine & Beckage 1996, Levin et al. 2005).  

Parasitoides da ordem Hymenoptera, na prática, são de valor inestimável ao controle 

biológico de pragas de insetos diversos. E do ponto de vista evolutivo, os mecanismos das vespas 

que evoluiram para garantir o desenvolvimento de sua progênie são fenomenais. Alguns dos 
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componentes envolvidos em tais adaptações podem ser utilizados, no futuro, para melhorar o 

controle biológico de pragas de insetos por modificação genética dos parasitoides, seus 

hospedeiros, ou culturas (Asgari & Rivers 2011). Como por exemplo, a identificação e 

caracterização de genes e produtos de genes associados com o veneno de parasitoides e atividade 

dos teratócitos são valiosas para compreender e aplicar a sua capacidade reguladora, para o 

desenvolvimento de novas estratégias de controle de insetos (Beckage & Gelman 2004). Além 

disso, ao explorar os mecanismos envolvidos na evasão / supressão do sistema imune do 

hospedeiro ajuda a esclarecer como o sistema imunológico dos insetos funciona (Asgari & Rivers 

2011).  

Diante do exposto, em decorrência da predominância da broca D. flavipennella e da falta de 

estudos sobre a interação hospedeiro-parasitoide para essa espécie e C. flavipes o presente 

trabalho visou investigar a resposta imune e alterações fisiológicas em D. flavipennella 

desencadeadas pelo parasitoide C. flavipes, procurando assim contribuir para o aperfeiçoamento 

do programa de controle desta praga de grande importância na cultura da cana-de-açúcar. 
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CAPÍTULO 2 

Cotesia flavipes (CAM.) (HYMENOPTERA: BRACONIDAE) SUPRIME A RESPOSTA 

IMUNOLÓGICA DE Diatraea flavipennella (BOX) (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)
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RESUMO: A presente pesquisa visou elucidar quais aspectos da resposta imune em Diatraea 

flavipennella (Box) são suprimidos pelo parasitoide Cotesia flavipes (Cam.), para garantir o 

sucesso do parasitismo. Assim, determinou-se a concentração dos níveis de óxido nítrico, 

fenoloxidase e proteína total. Verificou-se o número total de hemócitos por microlitro de 

hemolinfa e a porcentagem média destas células. Avaliou-se a capacidade de melanização e 

encapsulação através da injeção e análise em ultra-estrutura de micro-esferas. Investigou-se a 

presença de células em apoptose no corpo gorduroso pela técnica de TUNEL. De acordo com os 

resultados verificou-se redução nos níveis de oxido nítrico e redução na atividade da fenoloxidase 

nas lagartas parasitadas, aos três dias, e redução do número total de hemócitos aos três e sete dias. 

Na contagem diferencial, observou-se aumento no número de plasmatócitos e redução de 

esferulócitos, no terceiro dia de parasitismo. O número de micro-esferas melanizadas, nas lagartas 

parasitadas, foi inferior mostrando uma melanização menos intensa. A análise ultra-estrutural 

comprovou o efeito imunossupressor de C. flavipes para suprimir a resposta de encapsulação em 

D. flavipennella, pois, somente foi evidenciado à formação de cápsula de hemócitos, aderidas à 

superfície das micro-esferas, nas lagartas não parasitadas. Como efeito do parasitismo, foi 

registrado ainda no terceiro dia presença de hemócitos e células do corpo gorduroso em apoptose, 

além deste último apresentar aspecto de degeneração. Assim, conclui-se que C. flavipes é 

eficiente no controle biológico de D. flavipennella por suprimir a resposta imunológica celular e 

humoral, além de afetar drasticamento o tecido gorduroso.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Hemócitos, encapsulação,parasitoide, broca da cana-de-açúcar e resposta 

humoral 
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Cotesia flavipes (CAM) (HYMENOPTERA: BRACONIDAE) SUPPRESSES THE IMMUNE 

RESPONSE OF Diatraea flavipennella (BOX) (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)  

 

ABSTRACT: This research aimed to elucidate which aspects of the immune response in Diatraea 

flavipennella (Box) are suppressed by Cotesia flavipes (Cam.)  parasitoid to ensure the parasitism 

success. Thus, concentration of nitric oxide levels, phenoloxidase, and total protein were 

determined. Total number of hemocytes per microliter of hemolymph and the average percentage 

of these cells were verified. Capacity of melanization and encapsulation by injection and 

ultrastructural analysis of microbeads were evaluated. Presence of apoptotic cells in fat body was 

investigated using TUNEL technique. According to results, there was reduction of nitric oxide 

levels and activity on parasitized larvae at the third day; and in the total number of hemocytes, at 

the third and seventh days.  In differential count, an increase in the number of plasmatocytes and 

reduction of spherulocytes at the third day of parasitism were observed. The number of melanized 

microspheres in parasitized larvae was low, showing a less intense melanization. The 

ultrastructural analysis confirmed the immunosuppressive effect of C. flavipes in suppressing the 

encapsulation response in D. flavipennella, because only formation of hemocytes capsule was 

evidenced adhered to the microspheres surface of the unparasitized larvae. At the third day, 

presence of hemocytes and fat body cells undergoing apoptosis was also recorded as a parasitism 

effect; in addition, fat body cells undergoing apoptosis showed degenerative aspect. Thus, it is 

concluded that C. flavipes is efficient for biological control of D. flavipennella because it 

suppresses the cellular and humoral immunological response, in addition to affecting drastically 

fat tissue. 

 

KEY WORDS: Hemocytes, encapsulation, prasitoid, sugarcane moth borer and humoral response 
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Introdução 

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-açúcar, produzindo açúcar e etanol para o 

mercado interno e externo (MAPA 2012). No entanto, o complexo de brocas Diatraea representa 

um dos principais problemas para esta cultura em todas as regiões de cultivo. As espécies que 

ocorrem no Brasil são Diatraea saccharalis (Fabricius) e Diatraea flavipennella (Box) 

(Mendonça 1996). O controle biológico das brocas-da-cana com Cotesia flavipes (Cameron) 

constitui-se em um método de controle eficiente (Pinto et al. 2006).  

Nos últimos 30 anos houve uma inversão na predominância destas espécies de brocas no 

estado de Alagoas (Freitas et al. 2006) e hoje há predominância de D. flavipennella, nos canaviais 

nordestinos. Tal fato fez surgir entre produtores de cana-de-açúcar à idéia de que C. flavipes não é 

suficiente para controlar esta praga. Além disso, desde que foi introduzido no Brasil, em meados 

de 1974, o endoparasitoide C. flavipes é criado em laboratório sobre D. saccharalis e liberado em 

campo para o controle das duas brocas.  

As brocas D. saccharalis e D. flavipennella apresentam similaridades bioecológicas e a 

vespa C. flavipes não demonstra preferência entre os dois hospedeiros, sendo, capaz de localizar 

as duas espécies (Freitas et al. 2006; Silva et al. 2012). Contudo, após a aceitação hospedeira, os 

imaturos do parasitoide enfrentam uma série de desafios fisiológicos, que podem diminuir suas 

chances de sobrevivência, sendo os mecanismos de defesa imunológica os maiores desafios 

enfrentados (Edwards et al. 2001).  

A encapsulação é o mecanismo de defesa mais usado pelos hospedeiros contra ovos ou 

imaturos do parasitoide, onde os hemócitos os reconhecem como invasor, fixam-se e formam uma 

cápsula ao seu redor (Strand & Pech, 1995). A deposição de melanina que ocorre sobre as 

capsulas ou sobre o próprio invasor é formada durante a oxidação e polimerização de fenóis, por 

enzimas denominadas fenoloxidases (Nappi et al. 1991, Nappi et al. 1992, Beckage 1998). 
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Moléculas citotóxicas, geradas neste processo, incluem espécies reativas de oxigênio (ROI) e 

nitrogênio (RNS) assim como de quinóides, intermediários da melanina (Nappi & Ottaviani 

2000). Em hospedeiros imunorreativos ocorre o aumento na produção de óxido nítrico (NO), que 

funciona como molécula efetora na interação com reativos intermediários iniciando a atividade 

citotóxica empregada na defesa contra invasores (Nappi et al. 2000).  

A indução da apoptose em tecidos do inseto hospedeiro é descrita como um dos meios 

necessários para manipular o hospedeiro e garantir o desenvolvimento do parasitoide (Nakamatsu 

& Tanaka 2003, Zhang et al. 2005, Asgari 2006, Rivers et al. 2007). Além disso, em hemócitos 

leva a consequente redução no número destas células e a interrupção da resposta de encapsulação 

(Teramoto & Tanaka 2004, Luo & Pang 2006, Suzuki &Tanaka 2006, Richards & Dani 2007). 

Nesse contexto, não há estudos desta natureza para C. flavipes e D. flavipennella que 

contribua para o entendimento da interação hospedeiro-parasitoide. Desta forma, o presente 

trabalho investigou a resposta imunológica, celular e humoral, além da apoptose no corpo 

gorduroso, tecido de reservas nutricionais, desencadeadas pelo parasitoide C. flavipes sobre o 

hospedeiro D. flavipennella, procurando assim contribuir para a continuidade do programa de 

controle biológico desta praga nos canaviais nordestinos. 

 

Material e Métodos 

Este trabalho foi desenvolvido nos Laboratórios de Patologia de Insetos e de Interação 

Insetos-Tóxicos, do Departamento de Agronomia, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, 

e no Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami – LIKA, da Universidade Federal de 

Pernambuco e Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães – CPqAM/FIOCRUZ. 

Criação de Diatraea flavipennella. Inicialmente a criação de D. falvipennella foi estabelecida a 

partir de material biológico, larvas e pupas, coletadas em canaviais da Usina Central Olho D’água, 
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no Município de Camutanga-Pe. A criação das lagartas foi realizada em condições de laboratório 

(27 ± 1ºC, UR de 70% e fotofase de 12 h) e mantidas sob dieta artificial de Hansley & Hammond 

(1968) modificada por Araújo et al. (1985), constituída de farelo de soja, germe de trigo, açúcar, 

sais de Wesson, ácido ascórbico, solução vitamínica, água e anticontaminantes (metilparabeno, 

formol e ácido nalidixico). Ao formarem pupas, estas foram transferidas para câmara úmida até a 

emergência dos adultos, os quais foram confinados em gaiolas de PVC (15x22cm) revestida com 

papel sulfite, como substrato para oviposição, e como substrato alimentar foi oferecido solução de 

mel (5%). Os ovos coletados foram esterilizados por cinco minutos em formol (3%) e em sulfato 

de cobre (1%), secos e armazenados em câmara úmida, até eclosão das neonatas, distribuídas para 

tubos de ensaio contendo dieta de alimentação. Após trinta dias, as lagartas foram transferidas 

para caixas plásticas, com dieta de realimentação, constituída de farelo de soja, germe de trigo, 

açúcar, ácido ascórbico, solução vitamínica, água e anticontaminantes (metilparabeno, formol, 

ácido nalidixico e ácido acético). Esses procedimentos foram realizados até a obtenção do número 

de insetos adequados para realização dos experimentos. 

Parasitismo. Os parasitoides utilizados foram fornecidos pela ASPLAN-PB (Associação dos 

Plantadores de Cana-de-açúcar da Paraíba) ainda na fase de pupa (massas). As quais foram 

depositadas dentro de copos, com orifício de inoculação na parte superior. Para o parasitismo 

foram utilizados adultos de C. flavipes, com 24h de idade, onde lagartas de D. flavipennella (sexto 

ínstar) foram levadas próximas ao orifício procurando-se a fêmea, que depositava seus ovos no 

interior das lagartas. Lagartas parasitadas e não parasitadas foram individualizadas em potes 

plásticos com dieta de realimentação, para posterior utilização nos experimentos. 

Análise dos Níveis de Óxido Nítrico, Fenoloxidase e Proteínas Totais na Hemolinfa. A 

concentração de óxido nítrico foi determinada com base no reagente de Griess (Green et. al. 

1981), seguindo o protocolo da Promega Corporation. Inicialmente, 20 μL de hemolinfa foram 
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misturados a 90 μL de sulfanilamida (1%) em H3PO4 (5%), em microtubos. Imediatamente, após 

a coleta, as amostras foram armazenadas a -20ºC até o momento da utilização. Para determinar as 

concentrações de NO2-, uma alíquota de 30 μL de cada amostra foi depositada em placa de fundo 

chato de 96 poços em triplicata, aos quais acrescentaram-se 30 μL de sulfanilamida (1%) em 

H3PO4 (5%). Estas placas foram mantidas ao abrigo da luz, por 10 minutos, e em seguida 

adicionou-se 30 μL de naphthylenediamine dihydrochloride (NEED, Sigma, St. Louis, MO), 

sendo mais uma vez mantida ao abrigo da luz por 10 minutos. Após este intervalo a absorbância 

foi medida em leitor de microplacas (Biotek®) com filtro de 562 nm. A quantidade de nitrito 

(NO2-) nas amostras foram correlacionadas com valores de absorbância obtidos a partir da curva 

padrão de nitrito de sódio (NaNO2) como referência. Na avaliação dos níveis de fenoloxidase, 10 

μL de hemolinfa coletada foi depositado em microtubos contendo 100 μL de tampão fosfato 

0,1M, pH 7,2 (PBS), constituindo a amostra. Imediatamente, após a coleta, as amostras também 

foram armazenadas a -20ºC até a dosagem. No momento da dosagem 30 μL da amostra foi 

depositada em placa de fundo chato, em triplicata, as quais foram adicionadas 30 μL de L-

dihidroxifenilalanina (L-DOPA). As medidas de absorbância da atividade da fenoloxidase (PO) 

foram lidas, durante 31 minutos com intervalos de um minuto, em filtro de 490 nm em leitora 

(Biotek®). Assim determinou-se a atividade cinética da fenoloxidase por μL de hemolinfa, o 

Vmax, obtido utilizando o Software Gen 5. Onde uma unidade da enzima foi definida como a 

mudança de 0,001 na densidade óptica, a 490 nm, por minuto. A concentração de proteínas totais 

na amostra foi determinada através de teste colorimétrico, utilizando-se o Kit comercial 

(Comassie Plus Protein, Pierce Biotechnology), baseado no teste de Bradford (1976) e albumina 

de soro bovino (BSA) para a curva padrão. Para tanto 10 µL da amostra, utilizada para a análise 

da fenoloxidase, foi mistura a 300 µL de reagente, em placa de fundo chato, e lida a absorbância 

de 595 nm, após 10 minutos. A concentração dos níveis de óxido nítrico, fenoloxidase e proteína 
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total foram comparadas entre lagartas não parasitada e parasitada, no período de zero, três e sete 

dias. Para o tempo zero dia, a coleta da hemolinfa foi realizada após quatro horas da inoculação da 

lagarta pelo parasitoide. Esses períodos foram estudados em virtude da resposta humoral ser mais 

rápida que a resposta celular. Desta forma, procurou-se verificar a resposta desses componentes 

em diferentes momentos do parasitismo. Para estas dosagens utilizaram-se 10 repetições, por 

tratamento e intervalo de tempo, sendo cada repetição representada pela hemolinfa coletada de 

uma lagarta. A hemolinfa foi coletada com ajuda de uma micropipeta (Kacil) após incisão, com 

tesoura oftalmológica, na região meso-pleural da lagarta. Os dados de óxido nítrico, fenoloxidase 

e proteína total foram submetidos à análise de variância, sendo transformados quando necessário 

em √(x + 0,5). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey e/ou pelo teste t a 5% de 

probabilidade, empregando o programa estatístico SAS (SAS Institute 1999-2001).  

Contagem Diferencial e Total dos Hemócitos. Um volume de 5 μL de hemolinfa foi coletado 

seguindo a metodologia descrita acima. Em seguida, o material foi misturado a 20 μL de tampão 

fosfato de sódio a 0,1 M, pH 7,2 (PBS) em microtubos. Deste, amostras de 10 μL foram 

transferidas para câmara de Neubauer e o número total de hemócitos por microlitro de hemolinfa 

foi determinado. Para contagem diferencial dos hemócitos, depositou-se 5 μL de hemolinfa sobre 

5 μL de PBS diretamente em lâmina de vidro e realizado o esfregaço, os quais foram mantidas em 

temperatura ambiente por aproximadamente 20 min permitindo adesão dos hemócitos à lâmina. O 

material foi fixado em metanol (PA) por cinco minutos, sendo em seguida submetido à coloração 

pelo Giemsa, também por cinco minutos. Em seguida, as lâminas foram cuidadosamente lavadas 

com água destilada para retirar excesso de corante da amostra, e deixadas para secar em 

temperatura ambiente para posterior montagem com Entellan. A quantificação das diferentes 

células foi realizada em microscópio de luz OLYMPUS
®

 BX-49, utilizando-se a objetiva de 

100X. A média do percentual dos tipos de células, presentes na hemolinfa, foi determinado a 
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partir da contagem de 300 células, por repetição, seguindo metodologia de Falleiros et al. (2003). 

Em ambas as contagens de hemócitos utilizaram-se 10 repetições, para cada tratamento e 

intervalo de tempo, sendo cada repetição representada pela hemolinfa coletada de uma lagarta. Os 

intervalos de tempo avaliados foram zero, um, três, cinco, sete e nove dias após a exposição das 

lagartas ao parasitoide, para a contagem total dos hemócitos. A contagem diferencial foi realizada 

apenas nos intervalos que apresentaram diferenças na contagem total. Os resultados da contagem 

total e diferencial foram submetidos à análise de variância em esquema fatorial. As médias foram 

comparadas através do teste de t a 5% de probabilidade, sendo os dados da contagem total e de 

esferulócitos transformados em √(x + 0,5). Todas as análises foram conduzidas empregando o 

programa estatístico SAS (SAS Institute 1999-2001). 

Teste de Mmelanização. Para verificar a capacidade de supressão de C. flavipes sobre a resposta 

de encapsulação de D. flavipennella, micro-esferas tipo Deae Sephadex A-50 (Sigma), com 

diâmetro variando de 40 a 120 µm, foram suspensas em PBS (0,1M; pH 7,2) na concentração 20 

mg/ml. Cerca de 15 µl desta suspensão foi injetada, com seringa de insulina em lagartas, de 6º 

instar, não parasitadas e parasitadas com 1 e 5 dias, esses intervalos foram utilizados visando 

analisar a encapsulação antes e após a eclosão da larva e com a presença dos teratócitos. A 

avaliação foi feita, sob estereoscópico, vinte e quatro horas após a injeção da suspensão, e as 

micro-esferas coletadas foram fixadas em solução de glutaraldeído a 2,5% (tampão fosfato 0,1M, 

pH 7,2) para posterior análise em ultra-estrutura. Neste bioensaio utilizou-se 15 repetições, cada 

repetição representada por uma lagarta, para cada período estudado, nas lagartas parasitadas e não 

parasitadas, totalizando 60 lagartas. Os dados de contagem das esferas melanizadas foram 

comparados pelo Mann-Whitney’s U-test (p<0,05), pelo programa Instat. 

Teste de Encapsulação. Com o objetivo de investigar se houve ou não a formação de camadas de 

células foi realizada a análise em ultra-estrutura das esferas coletadas no bioensaio anterior. As 
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micro-esferas recuperadas foram fixadas em solução de glutaraldeído a 2,5%, PFA 4% e tampão 

fosfato 0,1M, pH 7,2. Posteriormente foram lavadas três vezes em tampão fosfato 0,1M, pH 7,2 e 

pós-fixada em tetróxido de Ósmio (OsO
4
) a 2% (1:1), por 1h. Em seguida procedeu-se mais três 

lavagens em tampão fosfato 0,1M, pH 7,2 e a desidratação em séries crescentes de acetona (de 30, 

50, 70, 90 e 3x de 100%) por 30 min cada, a temperatura ambiente. A infiltração foi realizada em 

resina EMBED812/Araldite (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA) e acetona em 

temperatura ambiente. O material foi emblocado em moldes flexíveis e posto para polimerizar a 

70ºC por 72h. Os cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrótomo (Reichert Ultracut), 

contrastados em acetato de uranila por 1h e em citrato de chumbo por 10 min e analisado em 

microscópio Zeiss
®
 EM109. 

Apoptose no Corpo Gorduroso. Inicialmente para a obtenção dos cortes histológicos lagartas 

inteiras, com 3 e 9 dias de parasitismo e não parasitadas, foram fixadas em formol tamponado a 

10%, seccionadas e diafanizados em xilol e incluídos em parafina, de onde obteve-se cortes com 7 

μm da região mediana da lagarta. Apartir dos cortes a presença da apoptose no corpo gorduroso 

em lagartas de D. flavipennella parasitadas por C. flavipes foi verificada utilizando a técnica de 

TUNEL para cortes histológicos em parafina, segundo o protocolo ApopTag
®
 Plus.  

 

Resultados 

Análise dos Níveis de Óxido Nítrico, Fenoloxidase e Proteínas Totais na Hemolinfa. Os níveis 

de óxido nítrico na hemolinfa das lagartas parasitadas diferiram das não parasitadas, aos três e sete 

dias. Registrou-se uma redução nos níveis de oxido nítrico nas lagartas parasitadas aos três dias 

após o parasitismo (Tabela 1). A atividade da enzima fenoloxidase na hemolinfa de D. 

flavipennella foi alterada pelo parasitismo de C. flavipes, na Figura 1 observa-se mudanças nos 
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níveis da enzima na hemolinfa durante 31 minutos, e na Figura 2 verifica-se as diferenças na 

atividade cinética (Vmax) da fenoloxidase. Em ambos foi evidenciada uma redução na atividade da 

enzima aos três dias nas lagartas parasitadas em comparação as lagartas não parasitadas. Verificou-

se redução significativa nos níveis de proteínas totais na hemolinfa de D. flavipennella parasitada 

por C. flavipes, aos sete dias (Fig. 3).  

Contagem Total e Diferencial de Hemócitos. A dinâmica hemocitária de D. flavipennella foi 

alterada pelo parasitismo de C. flavipes (F11, 83= 6,05; P<0,0001). Havendo diferenças no número 

total de hemócitos entre as lagartas parasitadas e não parasitadas, no período avaliado (F1,83= 8,41; 

P=0,0049), e uma variação na quantidade de hemócitos com o tempo, nos tratamentos testados 

(F5,83=9,52; P<0,0001). Contudo, não houve interação entre tempo e tratamento (F5,83=2,11; 

P=0,0738). As diferenças no número de hemócitos totais entre os tratamentos ocorrem nos 

intervalos de três e sete dias após a exposição ao parasitoide, com redução no número de 

hemócitos nas lagartas parasitadas (Fig. 4). Dentre os tipos de hemócitos encontrados, os 

plasmatócitos e esferulócitos foram os mais frequentes, enquanto os demais, prohemócitos, 

granulócitos, oenocitóides e adipohemócitos, ocorreram em proporções muito baixas, inferior a 5 

e 2% aos três e sete dias, respectivamente. Assim, somente a porcentagem média de plasmatócitos 

e esferulócitos diferiu em função do tratamento, tendo registrado aumento no número de 

plasmatócitos e redução de esferulócitos, aos três dias de parasitismo (Fig. 5). 

Teste de Melanização. A análise estereomicroscópica mostrou a presença de melanização das 

micro-esferas nas lagartas não parasitadas e parasitadas, no entanto, essa reação foi mais intensa 

nas lagartas não parasitadas (Figs. 6A, 6B e 6C). Nas lagartas com cinco dias de parasitismo foi 

possível observar a presença de larvas do parasitoide na hemocele da lagarta (Fig. 6D). O número 

de micro-esferas melanizadas nos dois períodos de parasitismo avaliados, primeiro e quinto dia, 
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diferiu entre as lagartas parasitadas e não parasitadas, observando-se redução progressiva ao longo 

do tempo (Fig. 7).  

Teste de Encapsulação. A análise ultra-estrutural comprovou o efeito imunossupressor dos 

mecanismos utilizados pelo parasitoide C. flavipes para suprimir a resposta imune celular em D. 

flavipennella. Tendo sido revelado à formação de camadas de hemócitos, aderidas à superfície da 

micro-esfera formando uma cápsula, nas lagartas não parasitadas no primeiro e quinto dia. Essa 

cápsula é constituída basicamente por plasmatócitos, células com morfologia alongada, 

extremamente justapostas, apresentando projeções citoplasmáticas (Figs. 8A, 8B, 9A e 9B). 

Diferentemente, nas lagartas com um e cinco dias de parasitismo, injetadas com as micro-esferas, 

não houve formação de uma cápsula de hemócitos ao redor do corpo estranho. Os granulócitos 

foram às células mais frequentes no primeiro dia, mostrando intenso processo de degranulação, e 

algumas com núcleo picnótico, porém, no quinto dia essas células foram pouco frequentes, sem 

degranular. Verificou-se ainda a presença de granulócito binucleado (Figs. 8C, 8D, 8E, 8F, 9C e 

9D). Os teratócitos só foram evidenciados no quinto dia de parasitismo apresentando formato 

elíptico com microvilos, núcleo irregular bastante eucromático com áreas de heterocromatina. No 

citoplasma evidenciou-se reticulo endoplasmático bem desenvolvido e vesículas. (Fig. 9C, 9E e 

9F).  

Apoptose no Corpo Gorduroso. Verificou-se a presença de núcleos apoptóticos, marcados 

positivamente pela técnica de TUNEL, no corpo gorduroso de lagartas não parasitadas e 

parasitadas três dias após o parasitismo. Nestes, a marcação ocorreu tanto no corpo gorduroso 

parietal, logo abaixo do tegumento, quanto no corpo gorduroso perivisceral, em torno do tubo 

digestivo. Vale ressaltar que a marcação foi mais frequente no corpo gorduroso nas larvas 

parasitadas, além dos mesmos apresentarem-se com aspecto de degeneração. Evidenciou-se ainda 
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nas lagartas parasitadas a presença de hemócitos próximos ao corpo gorduroso parietal com 

núcleos marcados positivamente, o que indica a sua fragmentação (Figs. 10A-D). Aos nove dias 

após o parasitismo a hemocele da lagarta é ocupada basicamente pelas larvas do parasitoide e o 

corpo gorduroso se restringe basicamente a uma fina camada na região parietal, no qual não foi 

verificada a presença de núcleos em apoptose (Figs. 10E e 10F).  

 

Discussão 

O parasitismo de larvas de lepidópteros por endoparasitoides geralmente esta associada com 

a supressão da imunidade, humoral e celular, do hospedeiro (Bae & Kim 2004). Entretanto, o 

papel de cada um dos componentes utilizados pelo parasitoide para manipular aspectos 

fisiológicos, e suprimir a defesa do hospedeiro, varia com as espécies envolvidas na interação 

hospedeiro-parasitoide (Asgari & Rivers 2011). Verificou-se pelos aspectos imune estudados 

neste trabalho, que o endoparasitoide C. flavipes garante o seu desenvolvimento em D. 

flavipennella não só mediante a supressão da resposta imunológica, celular e humoral, bem como 

por ocasionar apoptose e degradação do corpo gorduroso. 

A interferência nos níveis de óxido nítrico, ativação da fenoloxidase e dinâmica hemocitária 

somente foi evidenciada apartir do terceiro dia de parasitismo, Este fato provavelmente é devido a 

liberação dos teratócitos, provenientes do ovo do parasitoide, que ocorre de dois a três dias após o 

parasitismo, como verificado em D. saccharalis parasitada por C. flavipes (Conte et al. 1995). 

Entretanto, a capacidade de encapsulação das micro-esferas pelo hospedeiro parasitado foi afetada 

24 horas após parasitismo, e suprimida após cinco dias. De acordo com a literatura no primeiro 

dia de parasitismo ocorre supressão da melanização e da encapsulação, devido aos fatores 

imunossupressores de origem materna, como proteínas ovarianas, veneno, e polydnavirus. 

Contudo, ela se torna mais acentuada com a presença, de fatores imunossupressores de origem 
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embrionária, como os teratócitos e da própria larva do parasitoide (Dahlman & Vinson 1993, 

Strand & Pech 1995, Bae & Kim 2004, Beckage & Gelman 2004), fato que justifica o 

comportamento de parasitismo de C. flavipes em D. flavipennella.  

A produção de óxido nítrico (NO) foi suprimida pelo parasitoide, visto que em hospedeiro 

imunorreativo ocorre um aumento na produção de NO, o qual se comporta como molécula efetora 

na interação com reativos intermediários, iniciando a atividade citotóxica contra o invasor (Nappi 

et al. 2000). Além disso, o NO atua como molécula de sinalização no recrutamento de hemócitos 

para o sítio de infecção (Foley & O` Farel 2003, Nappi 2010). Da mesma forma, foi observado 

redução na atividade da fenoloxidase em decorrência do parasitismo, o que tem sido registrada em 

outras espécies (Bae & Kim 2004, Mabiala-Moundoungou et al. 2010). Inclusive, Mahmoud et al. 

(2012) demonstraram que C. flavipes inibe a atividade enzimática da fenoloxidase em D. 

saccharalis. A redução da atividade dessa enzima tem sido acompanhada pela redução na 

melanização, onde a melanina, principal produto da ativação do sistema de profenoloxidase, deixa 

de agir sobre o invasor (Carton & Nappi 1997, Lavine & Beckage 1995, Bae & Kim 2004). 

Segundo Ashida & Brey (1998) o sistema de profenoloxidases (proPO) pode está ainda envolvido 

na produção de opsoninas, desta forma, a sinalização da presença do corpo estranho também 

poderia está sendo comprometida. Assim, evidencia-se a interação entre os fatores imunes, 

humoral e celular, onde hemócitos são importantes produtores de moléculas humorais e os fatores 

humorais afetam a função dos hemócitos, como o NO e PO no recrutamento destas células 

(Lavine & Strand 2002, Ribeiro & Brehélin 2006). 

A maneira mais direta de prevenção da encapsulação, resposta imune esperada frente ao 

parasitismo, é destruir, retirar de circulação, ou alterar o comportamento dos hemócitos que 

medeiam a encapsulação (Strand & Pecch 1995). O que foi verificado na presente pesquisa pela 

redução do número total dessas células, semelhante ao registrado em outros insetos após o 
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parasitismo (Alleyne & Wiedenmann 2001, Ibrahim & Kim 2006, Mabiala-Moundoungou et al. 

2010).  

Plasmatócitos e granulócito são os hemócitos que participam mais ativamente da resposta de 

encapsulação (Ibrahim & Kim 2006). Na contagem diferencial dos hemócitos, realizada neste 

trabalho, registraram-se aumento no número de plasmatócitos e redução de esferulócitos, aos três 

dias de parasitismo. Ling & Yu (2006), também encontraram esferulócitos participando da 

encapsulação de corpo estranho, em Maduca sexta. (Linnaeus). E ainda, segundo Sass et al. 

(1994) estes hemócitos estão envolvidos no transporte de componentes cuticulares. 

Para assegurar o efeito imunossupressor de C. flavipes sobre a resposta imune de 

encapsulação em D. flavipennella foram injetadas micro-esferas nas lagartas, e visualizadas 

poucas micro-esferas melanizadas, nas lagartas parasitadas. Estudos têm mostrado a deficiência 

na melanização e formação de nódulos ao redor de partículas estranhas, ou mesmo de 

microorganismos, em decorrência do comprometimento do sistema imune, na presença de fatores 

imunossupressores do parasitoide (Er et al. 2010, Mahmoud et al. 2011 e 2012). Em D. 

saccharalis, por exemplo, a melanização e encapsulação, de micro-esferas foram suprimidas pelo 

parasitoide C. flavipes, contudo, esse mesmo parasitoide ao parasitar um hospedeiro considerado 

“refratário”, como M. sexta, tem seus ovos encapsulados e melanizados pelos hemócitos 

(Rodrigues-Pérez et al. 2005, Mahmoud et al. 2011).  

Por meio das eletromicrografias das esferas melanizadas, foi confirmado o 

comprometimento da resposta imune nas lagartas parasitadas, onde registrou-se somente uma 

tentativa de encapsulação. Visto que, no processo de encapsulação, os granulócitos são as 

primeiras células a fazer reconhecimento do corpo estranho, as quais se fixam a ele e liberam o 

seu conteúdo, formando uma matriz adesiva, na superfície do alvo, que induz a deposição de 

múltiplas camadas de plasmatócitos (Beckage 2006). Desta forma, o sucesso na encapsulação 
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depende do reconhecimento do invasor e da presença de quantidade suficientemente grande de 

hemócitos, para a formação da cápsula (Strand & Pech 1995, Lavine & Strand 2002, Carton et al. 

2005).  

A ineficácia no processo de encapsulação, devido à redução no número de hemócitos 

circulantes, vem sendo atribuida a ocorrência de apoptose nos hemócitos e histólise do órgão 

hematopoiético (Teramoto & Tanaka 2004, Luo & Pang 2006, Suzuki &Tanaka 2006, Richards & 

Dani 2007). Foram visualizados alguns hemócitos com nucléos apoptóticos, em lagartas 

parasitadas aos três dias de parasitismo. Contudo, devido a pequena quantidade de amostra, não 

nos é permitido atribuir a falha na encapsulação em D. flavipennella parasitada por C. flavipes à 

apoptose dos hemócitos. 

A apoptose pode ocorre também em tecidos selecionados do inseto hospedeiro (Rivers et al. 

2007). Foi verificado no presente estudo, a presença de células em apoptose no corpo gorduroso 

de lagartas não parasitadas e parasitadas, três dias após o parasitismo. Nas lagartas não parasitadas 

a apoptose deve ser resultado da proximidade com o período pupal, visto que em lepidopteros 

ocorre a degradação, autofágica, de órgãos larvais durante a metamorfose, a qual é considerada 

como uma forma de morte celular programada (Müller et al. 2004). Além disso, observou-se uma 

diferenciação no aspecto estrutural do tecido gorduroso, o qual quando parasitado se mostra 

menos desenvolvido e com aspecto de degeneração e segundo Teramoto & Tanaka (2004), 

alterações morfológicas no corpo gorduroso, como núcleo fortemente atrofiado, ocorre devido ao 

parasitismo. Assim, pode-se concluir que C. flavipes é eficiente no controle biológico de D. 

flavipennella por suprimir a resposta imunológica celular e humoral, além de afetar drasticamento 

o corpo gorduroso,tecido de reserva  
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Tabela 1. Concentrações de óxido nítrico (μM de NO
2

-

/μL de hemolinfa) em lagartas de 

Diatraea flavipennnella não parasitada e parasitada por Cotesia flavipes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1
Médias (±EP) seguidas da mesma letra maiúscula na linha não diferem pelo teste t (P>0,05);  

2
Médias (±EP) seguidas da mesma letra minúscula na coluna não diferem pelo teste de Tukey 

(P>0,05);  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo   Parasitada  Não parasitada t-estatística
p1 

0 dia   8,7 ± 1,02 Aa 10,1 ± 0,89 Aa  -1,06 
0,3047

 

3
o
 dia 5,4 ± 0,26 Ab 9,4 ± 0,93 Ba -4,05 

0,0021
 

7
o
 dia  10,7 ± 1,16 Aa 7,2 ± 0,90 Ba  2,27 

0,0353
 

Estatística
2 

F2,29= 11,46 
P=0,0002

 F2,29= 2,81 
P=0,0782
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Figura1. Atividade da fenoloxidase, absorbância a 490 nm, em diferentes períodos de avaliação, em lagartas de Diatraea flavipennella 

não parasitada e parasitada por Cotesia flavipes.   
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Figura 2. A atividade cinética da fenoloxidase, velocidade da reação (∆ Abs/min
-1

) em lagartas de 

Diatraea flavipennella não parasitada e parasitada por Cotesia flavipes. *Diferença significativa 

entre os tratamentos pelo teste t (P<0,05).  
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Figura 3. Concentrações de proteínas totais (μg/mL de hemolinfa) em lagartas de Diatraea 

flavipennella não parasitada e parasitada por Cotesia flavipes. *Diferença significativa entre os 

tratamentos pelo teste t (P<0,05).  

* 
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Figura 4. Número total de hemócitos de lagartas de Diatraea flavipennella (Média ± EP), não 

parasitada e parasitada por Cotesia flavipes. *Diferença significativa entre os tratamentos pelo 

teste t (P<0,05).  
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Figura 5. Média (+EP) da contagem diferencial (%) dos hemócitos de lagartas de Diatraea 

flavipennella não parasitada e parasitada por Cotesia flavipes, no terceiro dia de parasitismo. 

*Diferença significativa entre os tratamentos pelo teste t (P<0,05). 
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Figura 6. Lagartas de Diatraea flavipennella injetadas com micro-esfera. A e C não parasitada 

(testemunha) e B e D parasitadas no primeiro e quinto dia, respectivamente. Seta curta – micro-

esfera não melanizadas, Seta grossa – micro-esferas melanizadas e Seta longa – larva do 

parasitoide. Barras = 100 µm. 
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Figura 7. Média (± EP) de micro-esferas (Sephadex) melanizadas por lagartas de Diatraea 

flavipennella não parasitada e parasitada por Cotesia flavipes, avaliadas após 24h de injeção. 

Diferença significativa entre os tratamentos (*) e dentro do tratamento parasitada (**) pelo Mann-

Whitney’s U-test (P<0,05). 
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Figura 8. Eletromicrografias de transmissão de micro-esferas coletadas da hemocele de lagartas de 

Diatraea flavipennella não parasitadas (A e B) e com um dia de parasitismo por Cotesia flavipes 

(C, D, E e F). ME- Micro-esferas, P- Plasmatócitos, GR – Granulócito. Seta - Projeções 

citoplasmáticas, N - Núcleo e * - Núcleo picnótico. Barras = 1 µm. 
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Figura 9. Eletromicrografias de transmissão de micro-esferas coletadas da hemocele de lagartas de 

Diatraea flavipennella não parasitadas (A e B) e com cinco dias de parasitismo por Cotesia 

flavipes (C, D, E e F). ME – micro-esfera, P - Plasmatócitos, T – Teratócitos, N - Núcleo, M - 

Microvilos, V - Vesícula, RE - Reticulo endoplasmático. Barras = 1 µm 
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Figura 10. Corpo gorduroso de Diatraea flavipennella não parasitada (A e B) parasitada aos três 

dias (C e D) e aos nove dias (E e F) por Cotesia flavipes. Setas - Indicam a marcação dos pontos 

apoptóticos no tecido gorduroso e Círculos - nos hemócitos, PA - Corpo gorduroso parietal, PE - 

Corpo gorduroso perivisceral, LP = Larva do parasitoide, M - Mesêntero. (A, B e F Barras = 50 

µm; C Barra = 100 µm e E Barra = 200 µm). 
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CAPÍTULO 3 

Cotesia flavipes (CAM.) (HYMENOPTERA: BRACONIDAE) ALTERA NUTRIENTES NA 

HEMOLINFA, CORPO GORDUROSO E CITOQUÍMICA DOS HEMÓCITOS EM Diatraea 

flavipennella (BOX) (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)
1 
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Passos, E.M., V. Wanderley-Teixeira, A.L.F. Porto, E.J. Marques, A.A.C. Teixeira, M.F. Silva & 

F.O. Silva. Cotesia flavipes (Cam.) (Hymenoptera: Braconidae) altera nutrientes da hemolinfa, 

corpo gorduroso e citoquímica dos hemócitos em Diatraea flavipennella (Box) (Lepidoptera: 

Crambidae). A ser submetido à Comparative Biochemistry and Physiology.  
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RESUMO: A regulação nutricional na interação hospedeiro-parasitoide é espécie-específica, 

assim, neste trabalho, investigou alterações nos nutrientes da hemolinfa, corpo gorduroso e 

citoquímica dos hemócitos em Diatraea flavipennella (Box), após parasitismo. A partir da 

hemolinfa e corpo gorduroso extraídos aos 2, 4, 6, 8 e 10 dias, quantificou-se os níveis de 

carboidrato, lipídeo e proteína total, por teste colorimétrico e caracterizou-se o perfil proteico da 

hemolinfa. Obtiveram-se cortes histológicos das lagartas, aos 9 dias de parasitismo, corados com 

P.A.S. Investigou-se nos hemócitos, aos 0 (4h), 3 e 7 dias de parasitismo, a marcação de 

polissacarídeos ácidos, mucina e lipídios. Os resultados mostraram redução na concentração de 

proteína, aos dez dias, e nos níveis de lipídeo, aos seis dias na hemolinfa das lagartas parasitadas. 

No corpo gorduroso, o parasitismo reduziu os níveis de carboidrato no sexto e décimo dia e os de 

proteína no décimo dia. Observou-se ainda uma drástica redução no volume do corpo gorduroso 

das lagartas parasitadas. O perfil protéico revelou a presença de quatro proteínas específicas do 

parasitismo aos nove dias, as quais apresentam peso molecular de 127,39; 124,5; 118,3 e 35,42 

KDa. O parasitismo alterou a citoquímica dos hemócitos, tendo reduzido polissacarídeos ácidos 

nos prohemócitos e oenocitóides, mucina nos plasmatócitos e granulócitos e lipídeos nos 

adipohemócitos, granulócitos, e prohemócitos. Conclui-se, que na interação C. flavipes-D. 

flavipennella o parasitoide ocasiona alterações de forma diferenciada no perfil bioquímico da 

hemolinfa e do corpo gorduroso, além de alterar a citoquímica dos hemócitos e ocasionar uma 

redução drástica do tecido de reserva.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Broca da cana-de-açúcar, parasitoide, perfil bioquímico, tecido de reserva, 

hemócito 
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Cotesia flavipes (Cam) (HYMENOPTERA: BRACONIDAE) ALTERS THE NUTRIENTS 

HEMOLYMPH, FAT BODY AND HEMOCYTES EM CYTOCHEMISTRY OF Diatraea 

flavipennella (BOX) (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) 

ABSTRACT: The nutritional regulation in host-parasitoid interaction is a specific species. This 

study aimed to investigate changes in haemolymph nutrients, fat body, and cytochemistry of the 

hemocytes in Diatraea flavipennella (Box) after parasitism. Considering the hemolymph and fat 

body extracted at the second, fourth, sixth, eighth, and tenth days of parasitism, levels of 

carbohydrate, lipids, and total protein were quantified using colorimetric test; and protein profile 

of hemolymph was characterized. Histological sections of caterpillars were obtained at the ninth 

day of parasitism stained by PAS (Periodic acid/Schiff's) reaction. Marking of acidic 

polysaccharides, mucin, and lipids was investigated on hemocytes at the zero (4h), third, and 

seventh days of parasitism. Results showed reduction in protein concentration at the tenth day and 

in lipid levels at the sixth day in the hemolymph of parasitized larvae. In the body fat, parasitism 

reduced the carbohydrate levels at the sixth and tenth days and the protein levels at the tenth day. 

It was observed also a drastic reduction in the fat body volume of parasitized larvae. The proteic 

profile showed the presence of four specific proteins of parasitism at the ninth day, showing a 

molecular weight of 127.39, 124.5, 118.3, and 35.42 kDa. Parasitism changed the cytochemistry 

of hemocytes and reduced acidic polysaccharides in prohemocytes and oenocytoids, mucin in 

plasmatocytes and granulocytes, and lipids in adipohemocytes, granulocytes, and prohemocytes. 

It is concluded that in C. flavipes-D. flavipennella interaction the parasitoid causes changes 

differently in biochemical profile of hemolymph and fat body, in addition to change the 

cytochemistry of hemocytes and cause a drastic reduction in the reserve tissue. 

 

KEY WORDS: Sugarcane moth borer, parasitoid, biochemical profile, reserve tissue, hemocyte. 
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Introdução 

Parasitoides que se desenvolvem dentro do hospedeiro, durante a fase larval, dependem 

completamente de seu hospedeiro para a aquisição de nutrientes. Estes, então, manipulam a 

fisiologia do mesmo para aumentar a disponibilidade de nutrientes, a fim de atender suas 

necessidades nutricionais (Kaeslin et al. 2005, Salvador & Cônsoli 2008, Jervis et al. 2008). 

A princípio as larvas do parasitoide usam os nutrientes disponíveis na hemolinfa do 

hospedeiro (Nakamatsu & Tanaka 2004). Contudo, o corpo gorduroso é responsável pelo 

metabolismo de lipídios, carboidratos, síntese de proteínas e de aminoácidos (Arrese & Soulages 

2010, Visser et al. 2010), sendo o seu contato com a hemolinfa vital para o organismo ajustar 

adequadamente as alterações na concentração de precursores de energia em circulação (Gullan & 

Cranston 2007, Arrese & Soulages 2010). Assim alterações metabólicas no corpo gorduroso em 

insetos parasitados são comumente atribuídas ao parasitismo (Beckage & Gelman 2004). 

Ainda, durante o parasitismo, se modula a expressão de proteínas do hospedeiro e se 

promove a expressão de proteínas codificadas pelo parasitoide. Essas proteínas, denominadas 

como proteínas específicas do parasitismo (PSP), estão correlacionadas à habilidade do 

parasitoide de se desenvolver em diferentes espécies de hospedeiro e podem ser detectadas nos 

hemócitos ou livres na hemolinfa (Harwood et al. 1998, Le et al. 2003).  

O endoparasitoide larval, Cotesia flavipes (Cameron), foi introduzido no Brasil em 1974 

para o controle do complexo de brocas Diatraea, as quais ocasionam danos à cultura da cana-de-

açúcar, resultando em perdas significativas na receita (Mendonça et al. 1977, Freitas et al. 2006). 

As duas espécies predominantes são a Diatraea saccharalis (Fabricius) e Diatraea flavipennella 

(Box), esta última de ocorrência restrita ao Brasil (Mendonça 1996). 

Estudos têm demonstrado a regulação da fisiologia, do hospedeiro pelo parasitoide, através 

das alterações metabólicas, tais como mudanças nos níveis de proteína, carboidrato e lipídio, além 
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da liberação de proteínas específicas do parasitismo (PSP) (Bae & Kim 2004, Cônsoli et al. 2005, 

Lee et al. 2005, Salvador & Cônsoli 2008). Porém, não há relatos da participação dos 

componentes dos hemócitos na interação parasito-hospedeiro. Sabe-se, no entanto, que a interação 

nutricional e fisiológica depende da história evolutiva dessa interação, já que a regulação do 

hospedeiro pelo parasitoide é espécie-específica (Whitfield 1998, Nakamatsu et al. 2002). 

Diante do exposto e da falta de estudos sobre a interação C. flavipes-D. flavipennella, o 

presente trabalho investigou alterações nos nutrientes da hemolinfa, corpo gorduroso e 

citoquímica dos hemócitos em D. flavipennella, após parasitismo, para responder como esse 

parasitoide é capaz de manipular a fisiologia do hospedeiro a fim de atender suas necessidades 

nutricionais. As informações obtidas nesssa pesquisa contribuirão para o aperfeiçoamento do 

programa de controle biológico dessa praga na cultura da cana-de-açúcar. 

 

Material e Métodos 

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratórios de Patologia de Insetos (Departamento de 

Agronomia), no LABTECBIO – Laboratório de Tecnologia de Bioativos (Departamento de 

Morfologia e Fisiologia Animal) ambos pertencentes à Universidade Federal Rural de 

Pernambuco. 

Criação de Diatraea flavipennella. Inicialmente a criação de D. falvipennella foi estabelecida a 

partir de material biológico, larvas e pupas, coletadas em canaviais da Usina Central Olho D’água, 

no Município de Camutanga-Pe. A criação das lagartas foi realizada em condições de laboratório 

(27 ± 1ºC, UR de 70% e fotofase de 12 h) e mantidas sob dieta artificial de Hansley & Hammond 

(1968) modificada por Araújo et al. (1985), constituída de farelo de soja, germe de trigo, açúcar, 

sais de Wesson, ácido ascórbico, solução vitamínica, água e anticontaminantes (metilparabeno, 

formol e ácido nalidixico). Ao formarem pupas, estas foram transferidas para câmara úmida até a 
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emergência dos adultos, os quais foram confinados em gaiolas de PVC (15x22cm) revestida com 

papel sulfite, como substrato para oviposição, e como substrato alimentar foi oferecido solução de 

mel (5%). Os ovos coletados foram esterilizados por cinco minutos em formol (3%) e em sulfato 

de cobre (1%), secos e armazenados em câmara úmida, até eclosão das neonatas, distribuídas para 

tubos de ensaio contendo dieta de alimentação. Após trinta dias, as lagartas foram transferidas 

para caixas plásticas, com dieta de realimentação Após trinta dias, as lagartas foram transferidas 

para caixas plásticas, com dieta de realimentação, constituída de farelo de soja, germe de trigo, 

açúcar, ácido ascórbico, solução vitamínica, água e anticontaminantes (metilparabeno, formol, 

ácido nalidixico e ácido acético). Esses procedimentos foram realizados até a obtenção do número 

de insetos adequados para realização dos experimentos. 

Parasitismo. Os parasitoides utilizados foram fornecidos pela ASPLAN-PB (Associação dos 

Plantadores de Cana-de-açúcar da Paraíba) ainda na fase de pupa (massas). As quais foram 

depositadas dentro de copos, com orifício de inoculação na parte superior. Para o parasitismo 

foram utilizados adultos de C. flavipes, com 24h de idade, onde lagartas de D. flavipennella (sexto 

ínstar) foram levadas próximas ao orifício procurando-se a fêmea, que depositava seus ovos no 

interior das lagartas. Lagartas parasitadas e não parasitadas foram individualizadas em potes 

plásticos com dieta de realimentação, para posterior utilização nos experimentos. 

Extração da Hemolinfa e do Corpo Gorduroso. A extração da hemolinfa e do corpo gorduroso 

foi realizada ao longo do período do parasitismo, aos dois, quatro, seis, oito e dez dias. A cada 

intervalo foram utilizadas 16 lagartas, sendo oito parasitadas e oito não parasitadas. O material 

coletado foi agrupado, sendo cada amostra composta pelo pool de duas lagartas, perfazendo assim 

um total de quatro repetições por tratamento. A hemolinfa foi coletada com ajuda de uma 

micropipeta após incisão de uma perna abdominal da lagarta. Amostra de 10 µL de hemolinfa de 

cada lagarta foi misturada com 590 µL de tampão anticoagulante (98 mM NaOH; 0.19 M NaCl; 
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1.7 mM EDTA; 41 mM ácido citríco, pH 4.5) em tubo de centrifuga de 1,5 mL, e centrifugada a 

4.900 rpm/120s. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -20ºC para posterior análise 

bioquímica. Essas mesmas lagartas foram dissecadas usanso o mesmo anticoagulante gelado, sob 

estereoscópio, e o corpo gorduroso removido com uma pinça, lavado em tampão anticoagulante e 

pesado. Em seguida o corpo gorduroso foi transferido para um microtubo para centrifuga, ao qual 

foi adicionado 20 mg de sulfato de sódio e 200 µL de metanol (75%). A amostra foi macerada 

com ajuda de um pistilo plástico, o qual foi lavado com 600 µL de clorofórmio-metanol (1:1), 

adicionado ao tubo. O material foi então centrifugado a 7 400 rpm/3min e o sobrenadante 

armazenado a -20ºC para uso posterior. 

Dosagem de Carboidrato, Lipídeo e Proteína. A determinação das dosagens dos nutrientes na 

hemolinfa e corpo gorduroso foram feitas em triplicata. A quantificação de carboidrato foi 

realizada usando o reagente antrona (Roe 1955). Onde 70 µL da amostra homogeneizada a 700 

µL de reagente e aquecida a 100ºC por 15 min foi lida a absorbância de 620 nm em 

espectrofotômetro. A glicose foi usada como padrão para a confecção da curva de calibração. A 

concentração de lipídeos totais foi determinada pelo reagente vanilina (Van Handel 1985). 

Amostras (50 µL) de hemolinfa e do corpo gorduroso foram colocadas em tubo de vidro, ao qual 

foi adicionado 200 µL de clorofórmio-metanol (1:1) e levados para evaporar a 100ºC. Logo em 

seguida, 30 µL de ácido sulfúrico foi colocado no tubo e mais uma vez levados a 100ºC durante 

10 minutos para produzir derivados do ácido sulfônico. Após esfriar adicionou-se o reagente 

vanilina (1,72 mL) e a amostra foi imediatamente levada a vórtex para mistura e obtenção 

uniforme da cor. A absorbância utilizada na leitura em espectrofotômetro foi de 525 nm e o óleo 

de soja comercial foi usado como padrão. A concentração de proteínas na amostra foi determinada 

através de teste colorimétrico, utilizando-se de kit comercial (Comassie Plus Protein, Pierce 

Biotechnology), baseado no teste de Bradford (1976). As amostras (10 µL) da hemolinfa e do 
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corpo gorduroso foram misturadas a 300 µL de reagente de Bradford e lida a absorbância de 595 

nm, após 10 minutos. A albumina de soro bovino foi utilizada para a determinação da curva 

padrão. Os dados gerados para a concentração de todos os nutrientes dosados foram comparados 

pelo teste t (P<0,05), utilizando o programa computacional SAS (SAS - Institute 2001).  

Análise da Hemolinfa em Eletroforese. As amostras da hemolinfa das repetições de cada 

tratamento utilizadas nas dosagens dos nutrientes foram misturadas formando um pool 

correspondente a hemolinfa de oito lagartas. Essas amostras foram dosadas e alicotadas na 

concentração de 25mg/mL de proteínas, as quais foram utilizadas para traçar o perfil de proteínas 

empregando-se o gel de poliacrilamida desnaturante 10% (SDS-PAGE), corados em prata. Os 

géis foram fotografados e as imagens foram analisadas pelo sofware LABImage 1D. 

Histologia do Corpo Gorduroso. Lagartas do sexto ínstar parasitadas e não parasitadas aos nove 

dias foram fixadas em formol tamponado a 10% por 24h. Após o período de fixação as lagartas 

foram seccionadas transversalmente, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina, e os cortes 

submetidos ao P.A.S (Ácido Periódico de Schiff), conforme a metodologia descrida por Junqueira 

&Junqueira (1983). 

Citoquímica dos Hemócitos. A coleta da hemolinfa seguiu a mesma metodológica descrita 

anteriormente. Os hemócitos foram analisados nos intervalos de zero, três e sete dias, onde o 

tempo zero dia, corresponde a quatro horas após a inoculação da lagarta pelo parasitoide. A 

marcação de substâncias presentes nos hemócitos foi realizada utilizando-se diferentes técnicas de 

coloração. Sendo a técnica de coloração com Azul de Toluidina utilizada para marcação de 

polissacarídeos ácidos. Enquanto, mucina e lipídios foram detectados pelo uso dos corantes 

Tricrômico de Mallory e Sudan Black, respectivamente (Junqueira & Junqueira, 1983). As 

imagens foram capturadas por meio de câmera de vídeo Sony
®
, acoplada a microscópio 

Olympus
®
 BX50. 
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Resultados 

Perfil Bioquímico da Hemolinfa. O parasitoide C. flavipes ocasionou alterações de forma 

diferenciada nos níveis de proteína e lipídeo livres na hemolinfa de D. flavipennella (Fig. 1). Os 

efeitos do parasitismo foram observados sobre os níveis de proteína e lipídeo, não sendo 

verificadas diferenças nos níveis de carboidrato entre as lagartas parasitadas e não parasitadas, 

durante o período avaliado. As alterações na concentração de proteína foram visualizadas a partir 

do oitavo dia de parasitismo, sendo significativa aos dez dias de avaliação, ocorrendo uma 

redução na concentração protéica nas lagartas parasitadas, em contraste com o aumento 

expressivo verificado na testemunha. Entretanto, os níveis de lipídios nas lagartas parasitadas 

foram reduzidos apenas aos seis dias de parasitismo, voltando aos níveis similares aos das lagartas 

não parasitadas nos dois últimos períodos de avaliação. 

Perfil Bioquímico do Corpo Gorduroso. Os níveis de carboidratos, proteínas e lipídios 

detectados no corpo gorduroso de D. flavipennella parasitada e não parasitada estão representados 

na Figura2. De acordo com a análise bioquímica o parasitismo alterou significativamente os 

níveis de carboidrato e de proteína, não ocorrendo mudanças nos níveis de lipídeos. Inicialmente, 

no segundo dia, a concentração de carboidrato na lagarta parasitada foi superior a da testemunha 

caindo significativamente no sexto e décimo dia de parasitismo. Os níveis de proteína no segundo 

dia também foram maiores nas lagartas parasitadas, decrescendo a partir do oitavo dia de 

parasitismo, diferentemente da testemunha que aumentou durante os períodos avaliados. 

Embora nenhuma diferença tenha sido detectada na concentração de lipídeo no corpo 

gorduroso durante o parasitismo (Fig. 2). Observou-se uma drástica redução no volume deste 

tecido nas lagartas parasitadas à medida que o parasitoide se desenvolvia (Figs. 3 e 4).  

Análise da Hemolinfa em Eletroforese. O perfil protéico, em gel de poliacrilamida desnaturante, 

da hemolinfa de lagartas de D. flavipennella não-parasitada e parasitada por C. flavipes, revelou a 
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presença de quatro proteínas diferentes nas lagartas parasitadas após nove dias, as quais 

apresentaram os seguintes pesos moleculares: 127,39 KDa (PSP1), 124,5 KDa (PSP2), 118,3 KDa 

(PSP3) e 35,42 KDa (PSP4) (Fig. 5).  

Citoquímica dos Hemócitos. Histoquimicamente os prohemócitos e oenocitóides reagiram 

positivamente ao Azul de Toluidina nas lagartas não parasitadas (Figs 6A, e 6C).  No entanto 

verificou-se fraca reação nessas células nas lagartas com sete dias de parasitismo (Figs 6B e 6D). 

A reação pelo tricromico de Mallory revelou marcação positiva nos plasmatócitos e granulócitos 

da hemolinfa de lagartas não parasitadas (Figs.6E e 6G), porém com 0 dia de parasitismo os 

plasmatócitos reagiram fracamente ao corante e os granulócitos reagiram fracamente em todos os 

períodos de avaliação (Figs. 6F e 6H). Reações positivas para o Sudan Black foram visualizadas 

para os granulócitos, prohemócitos e adipohemocitos na lagartada não parasitada (Figs. 7A, 7C e 

7E). Nas lagartas parasitadas houve fraca reação para os granulócitos ao 3
o
 dia, ao 7

o
 dia para os 

prohemócitos, e em todos os períodos de avaliação para os adipohemócitos (Figs. 7B, 7D e 7F). A 

reação de todos os tipos celulares presentes na hemolinfa de D. flavipennella aos corantes, 

encontra-se sumarizado na Tabela 1. 

 

Discussão 

As reduções nos níveis de nutrientes livres na hemolinfa e estocados no corpo gorduroso de 

D. flavipennella ocorreram a partir do sexto dia de parasitismo por C. flavipes, quando a maioria 

das larvas do parasitoide encontra-se no segundo instar larval. Este fato pode está relacionado à 

fase de desenvolvimento do parasitoide em virtude de existir uma necessidade maior de 

nutrientes, pois na ausência de condição nutricional adequada do hospedeiro a larva do parasitoide 

permanece no primeiro instar (Sato et al. 1986, Nakamatsu et al 2001). 
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Na hemolinfa as alterações ocorridas nos níveis de proteína e lipídeos, são explicadas por 

esses macronutrientes serem elementos construtores essenciais na morfogênese, requeridos em 

demanda elevada, tanto pelos imaturos do parasitoide quanto pelos tecidos do hospedeiro, ambos 

em processo de desenvolvimento (Chapman 1998). Assim, ocorre uma constante competição 

entre eles pelos recursos circulantes na hemolinfa (Vinson et al. 2001). A drástica redução na 

quantidade de proteína na hemolinfa, exatamente no final do parasitismo, sugere que as larvas do 

parasitoide consomem toda proteína, da hemolinfa do hospedeiro, antes da emergência 

(Nakamatsu & Tanaka 2004). Enquanto a elevação nos níveis de proteína na testemunha deve-se 

ao fato de que proteínas específicas para armazenamento são sintetizadas pelo corpo gorduroso 

durante o último ínstar larval e acumuladas na hemolinfa para serem usadas durante a 

metamorfose (Kanost et al. 1990, Haunerland 1996, Gullan & Cranstron 2007). Quanto aos 

lipídeos, são fontes de ácidos graxos que servem como precursores na síntese de eicosanóides e 

feromônios, necessárias em quantidades substanciais para a síntese de fosfolípidos (Lockey 1988, 

Stanley 2006). Podem, ainda ser mobilizados em uma resposta imune, na forma de lipoproteína, e 

utilizados como uma fonte de energia e ou para síntese de membrana nos locais de infecção ou em 

hemócitos (Mullen & Golsworthy 2003, Whitten et al. 2004, Rahman et al. 2006, Arrese e 

Soulages 2010). Assim, o efeito na mobilização de lípideos em função do parasitismo em D. 

flavipennella parece não ser restrista apenas a hemolinfa, como observado em Diatraea 

saccharalis (Fabricius) parasitada por C. flavipes (Salvador & Cônsoli 2008), pois foi verificado 

que alguns hemócitos reagiram fracamente ao corante Sudan Black, principalmente os 

adipohemócitos nos três perídos avaliados, uma vez que estas células estão relacionadas com 

reservas energéticas (Hillyer & Christensen 2002). 

O corpo gorduroso está ligado, essencialmente, à função de ultilização e estoque de energia, 

sendo que suas reservas energéticas podem ser mobilizadas em resposta a demanda por outros 
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tecidos (Arrese & Soulages 2010). Assim, as alterações nos níveis de proteína deve estar 

associado a grande demanda deste nutriente na hemolinfa, a qual provavelmente pode está sendo 

suprida pela liberação deste nutriente pelo corpo gorduroso. Além disso, o acumulo de proteínas 

de armazenamento no corpo gorduroso é geralmente inibida em lagartas parasitadas (Beckage & 

Kanost 1993, Shelby & Webb 1997, Zhang et al. 1997). De forma semelhante, pode-se inferir que 

a demanda por carboidrato na hemolinfa, para as atividades metabólicas da lagarta e do imaturo 

do parasitoide, estão sendo supridas pela liberação deste nutriente não somente pelo corpo 

gorduroso, mas também pelos hemócitos, prohemócitos e oenocitóides, que apresentaram redução 

de polissacarídeos ácidos no sétimo dia de parasitismo. A mobilização de carboidrato para suprir 

as necessidades de outros tecidos é feita principalmente na forma de trealose, açúcar circulante na 

hemolinfa (Thompson 2003). Estudos citam ainda a existência de uma correlação entre os níveis 

de glicose e do principal regulador da glicólise mostrando que a glicose da hemolinfa, é um 

indicador da condição de metabolismo de carboidrato no corpo gorduroso, controlando o seu 

metabolismo (Arrese e Soulages 2010). 

Histoquimicamente ainda evidenciou-se redução de mucinas principalmente pelos 

granulócitos nas lagartas parasitadas, sugerindo uma interferência no mecanismo de defesa, pois 

sabe-se que as mucinas são glicoproteínas poliméricas cuja principal função é proteger o epitélio 

de agressores químicos, físicos e biológicos (Deplancke & Gaskins 2001, Myers et al. 2008).  

A redução drástica no tamanho do corpo gorduroso, observados neste trabalho, já foi 

registrada em outros lepidopteros parasitados por Cotesia ssp (Nakamatsu et al. 2002). Acredita-

se que a captação direta de lipídeos a partir do tecido do hospedeiro é mais vantajosa para os 

endoparasitoides larvais, porque evitam os custos metabólicas que estão associados com a 

lipogênese (Garrett & Grisham 1999). Essa captação ocorre por meio dos teratócitos que se fixa 

ao invólucro exterior do corpo gorduroso liberando enzimas, tais como colagenases, que atuam 
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dissociando o tecido e tornando o conteúdo das células disponíveis para que a larva de segundo 

instar do parasitoide possa ingerir o seu conteúdo (Qin et al. 2000, Nakamatsu et al. 2002, 

Falabella et al. 2009). Várias outras proteínas tem sido identificadas, incluindo carboxylesterase 

específicas dos teratócitos, envolvidas na hidrolise dos lipideos do hospedeiro (Gopalapillai et al. 

2005).  

Proteínas específicas do parasitismo (PSP) podem ser encontradas na hemolinfa no inicio ou 

final do parasitismo, e tem uma função específica de acordo com o período que é liberada 

(Beckage 1993, Jones 1996). Assim, neste trabalho elas aparecem no final do parasitismo, 

podendo está envolvidas com o fornecimento de nutrientes as larvas do parasitoide (Kadono-

Okuda et al. 1998) ou ainda associadas a suspensão do desenvolvimento do hospedeiro, visto ser 

o período de pupação (Cônsoli et al. 2005). As PSPs aqui encontradas possuem peso molecular 

próximo ao das PSPs relatadas em outras interações hospedeiro parasitoide que registraram 

proteínas com peso molecular de 38, 43, 46 56, 114, 116 e 138 KDa, algumas destas originadas 

dos teratócitos (Cônsoli et al. 2005, Lee et al. 2005, Salvador & Cônsoli 2008). Contudo, outros 

estudos são necessários para confirmação da origem e funções das proteínas especificas do 

parasitismo na interação entre C. flavipes e D. flavipennella. Dessa forma, conclui-se, que na 

interação C. flavipes-D. flavipennella o parasitoide ocasiona alterações de forma diferenciada no 

perfil bioquímico da hemolinfa e do corpo gorduroso, além de alterar a citoquímica dos hemócitos 

e ocasionar uma redução drástica do tecido de reserva, resultando em sucesso no parasitismo.  
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Figura 1. Níveis de carboidrato, proteína e lipídeo na hemolinfa de lagartas de Diatraea flavipennella (6º instar) não parasitadas 

(testemunha) e parasitadas por Cotesia flavipes. (* diferença significativa, P< 0,05).  
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Figura 2. Níveis de carboidrato, proteína e lipídeo no corpo gorduroso de lagartas de Diatraea flavipennella (6º instar) não parasitadas 

(testemunha) e parasitadas por Cotesia flavipes. (*Diferença significativa, P< 0,05).  
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Figura 3. Lagartas de sexto instar de Diatraea flavipennella, não parasitada (A) e parasitada por 

Cotesia flavipes, aos 7 (B) e 10 (C) dias de parasitismo, mostrando alterações no corpo gorduroso. 

Setas finas - indicam a localização do corpo gorduroso e setas grossas - idicam a presença de 

larvas do parasitóide. Barras = 200 µm. 
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Figura 4. Corte transversal de lagartas de sexto instar de Diatraea flavipennella, não parasitada 

(A, B e C) e parasitada (D, E e F) por Cotesia flavipes. Coloração P.A.S. Seta grossa – Mesêntero, 

PE – Corpo gorduroso visceral, H – Hemocele, PA – Corpo Gorduroso parietal Ponta de seta - 

músculo, Seta – Tegumento, LP – Larva do parasitoide. (A e D Barras = 200 µm; B, C, E e F = 

Barras = 50 µm). 
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Figura 5. Perfil protéico, em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE 10%) corados em 

prata, da hemolinfa de lagartas de Diatraea flavipennella, não parasitada (T9) e parasitada (P9) 

por Cotesia flavipes aos nove dias de parasitismo. Setas indicam a localização de bandas 

específicas do parasitismo – PSP e PD= Padrão.  
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Figura 6. Hemócitos obtidos da hemolinfa de Diatraea flavipennella não parasitadada e parasitada 

por Cotesia flavipes, em diferentes intervalos de tempo. Prohemócitos (7º dia) A: Não parasitada e 

B: Parasitada. Oenocitóides (7º dia) C: Não parasitada e D: Parasitada. Coloração. Azul de 

Toluidina. Plasmatócitos (0 dia ) E: Não parasitada e F: Parasitada. Granulócitos (3º dia) G: Não 

parasitada e H: Parasitada. Coloração. Tricrômico de Mallory. Barras = 10 µm. 
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Figura 7. Hemócitos obtidos da hemolinfa de Diatraea flavipennella não parasitadada e parasitada 

por Cotesia flavipes, em diferentes intervalos de tempo. Granulócitos (3º dia) A: Não parasitada e 

B: Parasitada. Prohemócitos (7º dia) C: Não parasitada e D: Parasitada. Adipohemócitos (7º dia) 

E: Não parasitada e F: Parasitada. Coloração. Sudan Black, Barras = 10 µm. 
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Tabela 1. Análise citoquímica de hemócitos de Diatraea flavipennella não parasitada (T) e parasitada (P) por Cotesia flavipes em 

diferentes intervalos de tempo. 

(+) Reação forte 

(-) Nenhuma reação 

(±) Reação fraca 

 

 

 

 

 

Hemócitos Plasmatócito Prohemócito Adipohemócito Oenocitóide Esferulócito Granulócito 

Tratamentos T P T P T P T P T P T P 

Tempo dias) 0 3 7 0 3 7 0 3 7 0 3 7 0 3 7 0 3 7 0 3 7 0 3 7 0 3 7 0 3 7 0 3 7 0 3 7 

 

Sudan Black - - - - - - + + + + + ± + + + ± ± ± - - - - - - - - - - - - + + + + ± + 

Azul de 

Toluidina 
- - - - - - + + + + + ± - - - - - - + + + + + ± - - - - - - - - - - - ± 

 

Tricrômico 

de Mallory 
 

+ + + ± + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + + + ± ± ± 


