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RESUMO

VENANCIO, Daniele de Fatima Alves, D, Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2015Resposta imune celular de Polybia platycephala (Hymenoptera:
Vespidae) desafiado por Beauveria bassiaraMetarhizium anisopliae. Orientador:

José Cola Zanuncio. Coorientadores: José Eduardo Serrdo, Teresinha Vinha Zanuncio e
Fabio Prezoto.

A monocultura reduz o equilibrio ambiental, o que favorece o surgimento de pragas. O
uso de biopesticidas no controle biolégico é uma alternativa eficiente, mas pode afetar
inimigos naturais, o que tem motivado a busca de métodos seletivos aos organismos
alvo. Insetos tém sistema imunoldgico para combater entomopatdégenosa mas
tolerancia e a dinamica do sistema imune em vespas sociais sdo, ainda, pouco
conhecidas. Vespas sociais sdo predadores importantes no controle biolégico e estdo em
constante contato com organismos entomopatogénicos. O objetivo do trabalho foi
caracterizar as células da hemolinfa de fémeas adultas de Polybia platycephala Richards
(Hymenoptera: Vespidae) e avaliar o impacto dos fungos Beauveria bassiana (isolado
ESALQ PL 63) e Metarhizium anisopliae (isolado ESALQ E9) na sobrevivéncia e na
resposta hemocitaria desta vespa social. A descricdo morfolégica dos hemdcitos foi
realizada por meio de microscopia de luz. Alteracdes na sobrevivéncia e dinamica
hemocitaria de P. platycephala foram estudadas em duas categorias: 1) diferentes
concentracdes de solucdo fungica e 2) diferentes intervalos de tempo. Quatro tipos de
hemécitos foram identificados durante a descricdo da morfologia dessas células:
prohemdécitos, plasmatoécitos, granulocitos e oenocitbéides. Os hemdcitos de P.
platycephala apresentaram o mesmo padrdo morfolégico de outras espécies da ordem
Hymenoptera. Nas maiores concentracdes de M. anisopliae no tratamento tdpico (1 x
10° e 1 x 16 esporos/mL) reduziram a sobrevivéncia e o nimero de granulécitos e
prohemdécitos deP. platycephala. O fungo B. bassiana foi patogénico em todas as
concentragbes testadas por contato, diminuindo a sobrevivéncia e o numero de
granulécitos de P. platycephala. Nos tratamentos por ingestédo, B. bassiana mostrou-se
patogénico com 1 x 2@spors/mL. Metarhizium anisopliae (isolado ESALQ E9) ndo
reduziu a sobrevivéncia das vespas nas concentractes®lex1 2013 esporos/mL, o

gue é importante para programas de manejo integrado de pragas. No entanto, o impacto
negativo de B. bassiana (isolado ESALQ PL 63) em todas as concentracdes testadas
indica a incompatibilidade deste fungo com P. platycephala.
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ABSTRACT

VENANCIO, Daniele de Fatima Alves, D, Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2015Cellular immune response of Polybia platycephala (Hymenoptera:
Vespidae, Epiponini) challenged by Beauveria bassiana and Metarhizium
anisopliae.Adviser: José Cola Zanunci@o-advisers: José Eduardo Serrdo, Teresinha
Vinha Zanuncio and Fabio Prezoto.

Monoculture reduces the environmental equilibrium, which favors the emergence of
pests. The use of biopesticides in biological control is an effective alternative, but can
affect natural enemies, which has motivated the search for selective methods to target
organisms. Insects have immune system to defend against entomopathogen, but
tolerance and the dynamics of the immune system in social wasps are still little known.
Social wasps are important predators in biological control and are in constant contact
with entomopathogenic organisms. The aim of the study was to identify and
characterize the hemolymph cells of adult female Polybia platycephala Richards
(Hymenoptera: Vespidae) and evaluate the impact of fungi Beauveria bassiana (isolated
ESALQ PL 63) and Metarhizium anisopliae (isolated ESALQ E9) on survival and
response hemocyte this social wasp. The morphological description of the hemocytes
was performed by light microscopy. The dynamic changes in survival of P.
platycephala hemocyte were studied in two categories: 1) different concentrations of
fungal solution and 2) different time intervals. Four types of hemocytes were identified
during the description of the morphology of these cells: prohemocytes, plasmatocytes,
granulocytes and oenocytoids cells. The hemocytes of P. platycephala showed the same
morphological pattern of other species of Hymenoptera. M. anisopliae high
concentrations in the topical treatment (1 2 Hhd 1 x 18 spores/ml) decreased
survival and the number of granulocytes and prohemocytes P. platycephala. B. bassiana
is pathogenic at all concentrations by contact, reducing the survival and the granulocyte
number of P. platycephala. In the treatments if swallowed, B. bassiana was shown to be
pathogenic to 1 x flspores/mL. Metarhizium anisopliae (isolated ESALQ E9) did not
reduce the survival of wasps in low concentrations, which is important for integrated
pest management programs. However, the negative impact of B. bassiana (isolated
ESALQ 63) at all concentrations tested indicates incompatibility this fungus with P.

platycephala.



INTRODUCAO GERAL

Vespas sociais compreendem mais de 4.500 espécies descritas em 268 géneros e
sete subfamilias (Auko e Silvestre 2013). Esses insetos ocorrem em muitos
agroecossistemas (Prezoto e Machado 1999, Auad et al. 2012, De Souza et al. 2012),
onde o uso de inseticidas pode limitar a eficiéncia destes inimigos naturais (Bommarco
et al. 2011). Vespas sociais séo forrageadores generalistas oportunistas (Prezoto et al.
2006, Figueiredo et al. 2006, Elisei et al. 2010) e fundam colbnias em locais com alta
diversidade de recursos (presa, abrigo e defesa) (Clouse 2001). Além disso, séo
abundantes, multiplicam-se e disseminam-se no ambiente (Andrade e Prezoto 2001,
Elpino-Campos et al. 2007, De Souza et al. 2012) o que motiva a utilizagcdo destes
insetos em programas de controle bioldgico.

A familia Vespidae utiliza material vegetal para elaborar os ninhos de maneira
independente (Mischocyttarini, Polistini e alguns Ropalidiini) ou por enxameamento
(maioria dos Epiponini e Ropalidiini) (Wenzel 1998). Este grupo esta distribuido em
todo o mundo, mas com maior riqueza nos tropicos (Auko e Silvestre 2013). Vespas
sociais do género Polybia podem ser agentes importantes de controle biolégico por
predarem herbivoros invertebrados (Prezoto et al. 2005, Picanco et al. 2011, Pereira et
al. 2007). Polybia platycephala Richards (Hymenoptera: Vespidae) constroi ninhos por
fundacdo enxameante, geralmente em folhas perenes, com varios favos horizontais e
cobertos por um envelope protetor (Richards 1978, Somawvilla et al 2012). No Brasil,
este predador ocorre nos estados de Amazonas, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Rio
de Janeiro, Sdo Paulo e encontrado, também em outros paises, como Suriname e Peru
(Prezoto et al. 2005, Rodriguez et al. 2012).

Insetos predadores exploram relativamente grandes areas foliares em busca de
presas e podem entrar em contato com pesticidas depositados sobre folhas ou

diretamente no momento da aplicacdo (Franca et al. 2006). A utilizacdo de
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microrganismos entomopatogénicos no controle biolégico pode minimizar problemas
do uso excessivo de produtos quimicos (Valicente e Mourao 2008, Pardo-Lépez et al.
2012). O menor impacto ambiental, custos reduzidos, baixo risco no manuseio e uma
maior especificidade sdo vantagens deste método de controle de pragas. No entanto,
entomopatdégenos podem, também, infectar e causar doencas em hospedeiros ndo alvo,
sendo necessario o desenvolvimento de estudos sobre a seletividade destes
biopesticidas.

Os fungos Metarhizium anisopliae Beauveria bassiana s&o utilizados
frequentemente no controle biolégico (Meyling e Eilenberg 2007). Estes
microrganismos infectam insetos praga (Vega et al. 2009) e vetores de doencas
humanas (Arruda et al. 2005, Santi et al. 2010, Shapiro-llan et al. 2013). O processo de
infeccdo destes fungos comeca com a ligacdo dos esporos na cuticula de hospedeiros e,
em resposta aos sinais de superficie, o fungo germina produzindo enzimas que,
combinadas com a pressao mecanica, inciam o0 processo de penetracdo nos insetos
(Zhang et al. 2012). O potencial inseticida dos patégenos depende da acédo dos fatores
de viruléncia sintetizados pelos microrganismos e dos mecanismos dos insetos para
reprimir o progresso da infec¢ao (Pascual et al. 2012).

A imunidade dos insetos foi otimizada ao longo de milhdes de anos de evolugéo,
resultando na ocupacao de praticamente todos os nichos ambientais do mundo (Albert et
al. 2011). A cuticula é a primeira linha de defesa dos insetos contra parasitas (Lavine e
Strand 2002). Respostas de coagulacdo e producdo de moléculas citotoxicas séo
ativadas no caso de falhas nesta barreira (Lavine e Strand 2002, Falabella et al. 2012).
Os hemdcitos, que circulam na hemolinfa realizam fagocitose de pequenos invasores
com a interacdo de receptores de superficie com as moléculas exdgenas €Lavine
Strand 2002). Hemacitos adicionais sdo recrutados quando o numero de patdégenos €

elevado ou quando os parasitas sdo maiores, podendo levar a encapsulacdo ou

2



nodulacao do organismo (Schmid-Hempel 2005, Albert et al. 2011).

A fungd@o imunolégica tem sido estudada, principalmente em insetos solitarios
das ordens Diptera, Lepidoptera, Orthoptera, Coleoptera e Mecoptera (Lawniczak et al.
2007). A tolerancia e a dindmica do sistema imune de vespas sociais frente a
entomopatdgenos €, ainda, pouco conhecida. Dessa forma, o objetivo foi descrever a
morfologia dos hemdcitos e avaliar o efeito de M. anisopd#aB. bassiana na
sobrevivéncia e dindmica hemocitaria de P. platycephala.

A introducéo geral e os capitulos desta tese foram redigidos de acordo com as

normas do periddico Journal of Economic Entomology.



OBJETIVOS

Caracterizar a morfologia dos tipos de hemdcitos presentes na hemolinfa de
Polybia. platycephala Richards (Hymenoptera: Vespidae

Avaliar as alteracdes na sobrevivéncia e dinamica hemocitaria de fémeas adultas
de Polybia. platycephala Richards (Hymenoptera: Vespidae) expostas a B. bassiana e
M. anisopliae.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO DOS TIPOS CELULARES PRESENTES NA
HEMOLINFA DE Polybia platycephala (HYMENOPTERA: VESPIDAE)



ABSTRACT. The hemocytes are cells responsible for recognizing foreign bodies that
invade the hemolymph of insects. The morphological characterization of hemocytes is
still controversial because of the great variety of forms and functions observed between
species. The aim of this study was to describe the morphology of the hemocytes present
in the hemolymph of the social wasp Polybia platycephala Richards (Hymenoptera:
Vespidae). The morphological analysis and the size of the hemocytes was carried out by
light microscopy with ImageJ software. The hemolymph of P. platycephala presented
different morphological types of hemocytes. The prohemocytes are cells with size of 0.5
+ 0.10 um, spherical shape and cytoplasm occupying a small area around of a large and
central nucleus. Plasmatocytes are polymorphic cells of varying sizes, with an average
of 0.5 £ 0.10 um in spherical shapes and 0.6 + 0.11 pm of length per 0.4 £ 0.09 um of
width in ovals shapes. Granulocytes exhibited size of 0.7 £ 0.09 pum in spherical shape,
with many cytoplasmic granules round central nucleus. The oenocytoids cells were the
highest observed cells (1.0 + 0.11 pm) with spherical shape and cytoplasm with strongly
stained punctuations. Four types of hemocytes were identified: prohemocytes,
plasmatocytes, granulocytes and oenocytoids cells. Prohemocytes in mitosis and with
intermediate characteristics between prohemocytes and plasmatocytes suggest cell

differentiation.

KEYWORDS: cell differentiation, hemocytes, morphology, social wasp.



RESUMO. Os hemdcitos sdo células responsaveis pelo reconhecimento de corpos
estranhos que invadem a hemolinfa dos insetos. A caracterizacdo dos hemdcitos é,
ainda, controversa em virtude da grande variedade de formas e fun¢cGes observada entre
as especies. Assim, 0 objetivo do presente estudo foi descrever a morfologia dos
hemdécitos presentes na hemolinfa da vespa social Polybia platycephala Richards
(Hymenoptera: Vespidae). A analise morfolégica e a do tamanho dos hemacitos foram
realizados por microscopia de luz com auxilio do programa ImageJ. A hemolinfa de P.
platycephala apresentou diferentes morfotipos de hemdécitos. Os prohemacitos foram
células com tamanho de 0,5 £ 0,10 um, forma esférica e citoplasma ocupando uma
pequena area em torno de um nucleo grande e central. Os plasmatdcitos foram células
polimorficas de tamanhos variados, com média de 0,5 £ 0,10 um nas formas esféricas e
0,6 £ 0,11 um de comprimento por 0,4 + 0,09 um nas formas ovais. Os granulécitos
exibiram tamanho de 0,7 = 0,09 um na forma esférica com diversos granulos
citoplasmaticos e nucleo central arredondado. Os oenocitéides foram as maiores células
observadas (1,0 £ 0,11 um), com formato esférico e citoplasma com pontuacdes
fortemente coradas. Quatro tipos de hemdcitos foram identificados: prohemdcitos,
plasmatdcitos, granuldcitos e oenocitdides. Prohemécitos em mitose e com
caracteristicas intermediarias entre prohemodcitos e plasmatécitos, sugerem

diferenciacao celular.

PALAVRAS-CHAVES: diferenciacéo celular, hemécitos, morfologia, vespa social.
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INTRODUCAO

Os hemocitos sdo células morfologicamente distintas que circulam
livremente na hemolinfa (Strand 2008, Hillyer e Strand 2044)ossuem grande
variedade de tamanho, formas e funcdes entre as espécies de insetos (Lavine e Strand
2002). Estas células reconhecem corpos estranhos por interagdo direta de receptores de
superficie com moléculas exdgenas, ou indiretamente por receptores humorais que se
ligam na superficie do invasor (Lavine e Strand 2002). Hemdcitos de insetos
desempenham fungbes como fagocitose, nodulagdo, encapsulacdo e melanizacdo
(Ribeiro et al. 2006, Avulova e Rosengaus 2011, Amaral et al. 2010). Estes processos
atuam como respostas imunes em conjunto para eliminar patégenos da hemolinfa
(Marmaras e Lampropoulou 2009).

Diversos tipos de hemdcitos séo tradicionalmente identificados por
caracteristicas morfolégicas, histoquimicas e funcionais (Amaral et al. 2010, Tan et al.
2013, Kato et al. 2014). Os tipos mais comuns sdo prohemdcitos, granulécitos,
plasmatdcitos esferuldcitos e oenocitdides (Browne et al. 2013, Stoepler et al. 2013,
Manachini et al. 2011). Estas células foram relatadas em diversas espécies de insetos
das ordens Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Isoptera, Lepidoptera, Orthoptera e
Thysanura (Siddiqui e Al-Khalifa 2012, Pal e Kumar 2014). No entanto, estudos sobre
hemdécitos de himendpteros sociais sdo escassos (Manfredini et al. 2008, Amaral et al.
2010), sendo relatados prohemacitos, granulécitos, plasmatocitos e oenocitéides.

Polybia platycephala Richards (Hymenoptera: Vespidae), vulgarmente
conhecida como marimbondo-chumbinho, se destaca entre as espécies de vespas sociais
por ser abundante em agroecossistemas e ambientes urbanos. A importancia econémica
deste inseto se deve a sua atividade predadora sobre imaturos de Lepidoptera, Diptera,
Hemiptera e Coleoptera (Prezoto et al. 2005). A biologia de P. platycephala foi

estudada (Lima e Prezoto 200odriguez et al. 2012, De Souza et al. 2012), mas a
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morfologia dos seus hemdacitos néo foi descrita.
O objetivo foi caracterizar morfologicamente os tipos de hemdcitos na

hemolinfa de fémeas adultas de P. platycephala.
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MATERIAL E METODOS

Material bioldgico. Os dois ninhos de P. platycephala utilizados nos ensaios
foram coletados no campus da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais.
Pupas e larvas presentes nos favos foram mantidas em estufa climatizada @.0.D.)
temperatura de 25 + 2°C, 70 + 5% de umidade relativa (UR) e 12 horas de fotofase.

Coleta da hemolinfa. A cabeca de fémeas recém emergidas foi retirada e a
hemolinfa foi coletada no térax das mesmas. Cinco microlitros de hemolinfa de fémeas
de P. platycephala foram diluidos em solucao salina tamponada (PBS; 0,1M; pH 7,4;
Nutricell) na proporcédo de 1:1. Esfregacos com uma gota de 10 um de hemolinfa foram
realizados. Em seguida, os esfregagcos foram mantidos a temperatura ambiente por 20
minutos para adesdo dos hemdcitos a lamina. As células foram entdo fixadas em
metanol por 10 minutos (Amaral et al. 2010). Apés secagem, o fixador foi removido
com agua destilada e os hemdcitos corados com Giemsa (Sigma Chemical) diluido a
10% em PBS por 20 minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas com &gua
destilada para a remocao do corante residual.

Analise morfométrica. A caracterizagdo morfométrica dos hemdcitos foi
realizada em microscépio de luz com aumento de 400x (Carl Zeiss Axio Vert.Al)
equipado com camera digital AxioCam ICc 1 (Carl Zeiss). Cem hemdcitos de cada tipo
foram mensurados por meio das imagens computadorizadas utilizando-se o software
ImageJ (versdo 1.48v). As caracteristicas morfologicas utilizadas como critério para
distinguir os trés tipos de hemacitos foram baseadas na literatura (Ribeiro e Brehélin

2006, Avulova e Rosengaus 2011, Amaral et al. 2010).

RESULTADOS

Quatro tipos de hemdocitos: prohemdocitos, plasmatocitos, granuldcitos e

oenocitoides (Fig. 1), foram observados nos esfregacos da hemolinfa de P.
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platycephala.

Prohemocitos. Os prohemacitos tem formato esférico com diametro de 0,5 £
0,10 um (0,24 a 0,86 um) e nucleo central volumoso ocupando a maior parte da célula
(Fig. 1A). O ndcleo dessa célula apresenta coloracdo roxa escura e o citoplasma azul
(basofilico). Diversas células com caracteristicas intermediarias entre prohemdcitos e
plasmatdcitos foram observadas. Os prohemdécitos foram os Unicos tipos de reemdcito
com figuras sugestivas de mitose (Fig. 1D).

Plasmatdcitos. Hemocitos com diferentes tamanhos e formas. Os esféricos
medem 0,5 + 0,10 um (0,35 a 0,77 pum) de diametro. As formas ovais e irregulares
apresentam comprimento de 0,6 + 0,11 um e largura de 0,4 £ 0,09 um. O nucleo pode
ser oval ou esférico com coloracao roxa escura (Fig. 1B). O citoplasma possui coloracao
rosea com prolongamentos citoplasmaticos nas formas irregulares. Inclusdes
citoplasmaticas neutréfilas foram observadas (Fig. 1B, seta).

Granuldcitos. Os granuldcitos sao células esféricas de tamanhos variaveis com
média de 0,7 + 0,09 um (0,49 a 0,85 um) de diametro. O ndcleo é central, arredondado
e acidofilico (Fig. 1C). O citoplasma apresenta numerosos granulos neutrofilicos.

Oenocitoides. Os oenocitoides foram as masr células detectadas na
hemolinfa, sendo caracterizado pelo formato esférico com 1,0 + 0,11 um (0,8 a 1,25
pum) de didmetro. O nlcleo € pequeno e excéntrico, sempre com mais citoplasma de um
lado que de outro (Fig.1E). O citoplasma apresenta pontuacdes fortemente coradas em

azul nos esfregacos.

DISCUSSAO

A forma semelhante dos prohemocitos, plasmatécitos, granulocitos e
oenocitoides da hemolinfa de P. platycephala com outras espécies indica que estas

células apresentam morfologia padréo entre os insetos (Manfredini et al. 2008, Amaral
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et al. 2010, Kwon et al. 2014). No entanto, o tamanho médio dos hemdcitos foi menor
quando comparado a outros estudos (Tabelae JJode estar relacionado com
quantidades reduzidas de regides nao codificantes do DNA (introns) (Kozlowski et al.
2003). Células com pequeno genoma sao menores e tém maior taxa metabolica para se
dividir rapidamente (Kozlowski et al. 2003). As respostas de defesa celular nos insetos
dependem do tamanho dos hemdcitos, pois quanto maior o tamanho das particulas
invasoras em relagdo a essas ceélulas, maior o recrutamento de novos hemacitos para a
formacao de nédulos (Gunnarsson e Lackie 1985). Esse processo € o inicio do estimulo
das reac6es de diferenciacdo celular e se o hospedeiro ndo possuir nimero suficiente de
hemdécitos para controlar infec¢des, os érgaos hematopoiéticos podem ser estimulados
para formarem novas células (Ling et al. 2005, Rodrigues et al. 2010).

Os diversos hemdcitos observados com caracteristicas intermediarias entre
prohemacitos e plasmatdcitegportam a teoria da “célula multipla” de que uma tnica
linhagem de células imutaveis denominadas prohemdcitos originam outros tipos
celulares (Akai e Sato 1973, Gupta 1985, Grigorian e Hartenstein, 2013). Os
prohemadcitos de Bombyx mori L. (Lepidoptera) sdo capazes de se diferenciar em
plasmatdcitos e granuldcitos (Yamashita e Iwabuchi 2001). Polybia platycephala
apresentou muitos prohemaocitos em mitose como verificado para Anastrepha obliqua
Macquart(Diptera: Tephritidae), Sarcophaga ruficornis Fab. (Sarcophagidae: Diptera)
Musca domesticd.. (Diptera: Muscidaee Chrysomya megacephala Fab. (Diptera:
Calliphoridae) (Silva et al. 2002, Pal e Kumar 2014) indicando sua capacidade de gerar
novas células. As células filhas de prohemdcitos oriundos da divisdo mitética tornam-
se outros tipos celulares como plasmatocitos, granulécitos e esferulocitos, confirmando
assim sua multipotencialidade (Yamashita e Iwabuchi 2001).

Plasmatocitos, hemaocitos com enorme variagdo morfologica em P. platycephala

foram descritos como ovais, arredondados ou irregulares em espécies de Lepidoptera,
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Diptera e Hymenoptera (Ribeiro e Brehélin 2006, Araujo et al. 2008, Amaral et al.
2010). Estas células podem se aderir aos corpos estranhos e sdo os principais hemacitos
envolvidos na encapsulagéo (Hillyer e Christensen 2002, Giulianini et al. 2003, Hori et

al. 2013). Adicionalmente, a secre¢cdo de proteinas anti-microbianas e de
reconhecimento indicam que os plasmatdcitos desempenham varias fun¢des, contudo
seu papel na imunidade humoral é, em grande parte, desconhecido (Nakahara et al.
20009).

Os diversos granulos proteicos observados no citoplasma dos granuldécitos,
quando liberados no meio extracelular, aglutinam microrganismos formando capsulas e
nédulos ao redor de patégenos (Manachini et al. 2011). Os granulécitos sdo os
principais hemdécitos envolvidos na fagocitose de corpos estranhos (Kwon et al. 2014),
mas invasores demasiadamente grandes podem ser encapsulados por esta célula e pol
plasmatdcitos (Nakahara et al. 2009).

Os hemocitos caracterizados como oenocitéides em P. platycephala também
foram descritos em Culex quinquefasciatus Say, Rhodnius prolixus Stal e Melipona
scutellarisLatreille (Brayner et al. 2007, Borges et al. 2008, Amaral et al. 2010). O teor
dos numerosos granulos citoplasmaticos deste hemdcito corresponde provavelmente a
profenoloxidase liberada na hemolinfa quando invasores sdo detectados pelo sistema
imune dos hospedeiros (Borges et al. 2008). Os oenocitéides ndo possuem capacidade
de se aderir a corpos estranhos (Lavine e Strand 2002, Manachini et al. 2011), contudo
sintetizam precursores da enzima profenoloxidase com papel importante na melanizacao
e encapsulacdo de corpos estranhos (Nakahara et al. 2009). Além disso, proteinas de
reconhecimento sdo comumente expressas em oenocitoides, sugerindo que estas ceélulas
reconhecem infec¢cdes microbianas (Nakahara et al. 2009).

O estudo contribuiu para a caracterizagcao inédita dos hemdécitos circulantes na

hemolinfa de P. platycephala. Quatro tipos de hemocitos foram encontrados na
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hemolinfa de P. platycephalaprohemdcitos, plasmatocitos, granuldcitos e
oenocitéides. Os prohemdcitos em mitose e com caracteristicas intermediarias entre
prohemacitos e plasmatécitos, sugerem uma possivel diferenciacéo celular na hemolinfa

de P. platycephala.

AGRADECIMENTOS

Ao “Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq)”,
a “Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)” e a

Fundacdo de Amparo a Pesquis Estado de Minas Gerais (FAPEMIG)”.

REFERENCIAS

Akai, H., and Sato, S. 1973Ultrastructure of the larval haemocytes of the silkworm,
Bombyx mori (L) (Lepidoptera, Bombycidae). Int. J. Insect Morphol. Embryol. 2: 207-
231.

Amaral, I. M. R., Neto, J. F. M., Pereira, G. B., Franco, M. B., Beletti, M. E., Kerr, W.
E., Bonetti, A. M., and Ueira-Vieira, C. 2010.Circulating hemocytes from larvae of
Melipona scutellaris (Hymenoptera, Apidae, Meliponini): Cell types and their role in
phagocytosis. Micron 41: 123-129.

Aratjo, H. C. R., Cavalcanti, M. G. S., Santos, S. S., Alves, L. C., and Brayner, F. A.
2008.Hemocytes ultrastructure of Aedes aegypti Diptera: Culicidae). Micron 39: 184-
1809.

Avulova, S., and Rosengaus, R. B. 201l.osing the battle against fungal infection:
suppression of termite immune defenses during mycosis. J. Insect Physiol. 57: 966-971.

Borges, A. R., Santos, P. N., Furtado, A. F., and Figueiredo, R. C. B. Q. 2008.
Phagocytosis of latex beads and bacteria by hemocytes of the triatomine bug Rhodnius

prolixus (Hemiptera: Reduvidae). Micron 39: 486-494.
17



Brayner, F. A., Araljo, H. R. C., Cavalcanti, M. G. S., Alves, L. C., and Peixoto, C. A.

2005. Ultrastructural characterization of the hemocytes of Culex quinquefasciatus
(Diptera: Culicidae). Micron 36: 359-367.

Brayner, F. A, Aradjo, H. R. C., Santos, S. S., Cavalcanti, M. G. S., Alves, L. C., Souza,

J. R. B. and Peixoto, C. A. 2007Haemocyte population and ultrastructural changes
during the immune response of the mosquito Culex quinquefasciatus to microfilariae of
Wuchereria bancrofti. Med. Vet. Entomol. 21: 112-120.

Browne, N., Heelan, M., and Kavanagh, K. 2013An analysis of the structural and
functional similarities of insect hemocytes and mammalian phagocytes.Virulence 4:
597-603.

Caseln-Castro, S., LlanderatCazares, C., de Jesus MéndeZallegos, S., RamireLruz,

A., and de la Cruz HerndndezHernandez, F. 2010.Hemocytes of the cochineal
insect: ultrastructure. Arch. Insect Biochem. Physiol. 73: 176-192.

De Souza, A. D., Venancio, D. F. A, Prezoto, F., and Zanuncio, J. C. 20%2cial wasps
(Hymenoptera: Vespidae) nesting in eucalyptus plantations in Minas Gerais, Brazil.
Florida Entomol. 95: 1000-1002.

Giglio, A., Battistella, S., Talarico, F. F., Brandmayr, T. Z., and Giulianini, P. G. 2008.
Circulating hemocytes from larvae and adults of Carabus (Chaetocarabus) lefebvrei
Dejean 1826 (Coleoptera, Carabidae): Cell types and their role in phagocytosis after in
vivo artificial non-self-challenge. Micro 39: 552-558.

Giulianini, P. G., Bertolo, F., Battistella, S., and Amirante, G. A. 2003Ultrastructure of

the hemocytes of Cetonischema aeruginosa larvae (Coleoptera, Scarabeidae):

involvement of both granulocytes and oenocytoids in vivo phagocytosis. Tissue Cell 35:

243-251.

Grigorian, M., and Hartenstein, V. 2013. Hematopoiesis and hematopoietic organs in

arthropods. Dev. Genes Evol. 223: 103-115.

18



Gunnarsson, S. G. S., and Lackie, A. M. 1983democytic aggregation in Schistocerca
gregaria and Periplaneta americana as a response to injected substances of microbial
origin. J. Invert Pathol. 46: 312-319.

Gupta, A. P. 1985.Cellular elements in the hemolymph. Comprehensive insect physiology.
Biochem. Pharmacol. 3: 401-451.

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

Hillyer, J. F., and Strand, M. R. 2014.Mosquito hemocyte-mediated immune responses.
Curr. Opin. Insect Sci. 3: 14-21.

Hori, T., Kiuchi, T., Shimada, T., Nagata, M., and Katsuma, S. 2013Silkworm
plasmatocytes are more resistant than other hemocyte morphotypes to Bombyx mori
nucleopolyhedrovirus infection. J. Invertebr. Pathol. 112: 102-104.

Huang, F., Yang, Y. Y., Shi, M., Li, J. Y., Chen, Z. Q., Chen, F. S., and Chen, X. X.
2010. Ultrastructural and functional characterization of circulating hemocytes from
Plutella xylostella larva: cell types and their role in phagocytosis. Tissue Cell. 42: 360-
364.

Kato, Y., Yoshida, T., Miura, K., Tanaka, T., Nakamatsu, Y., and Ochiai, M. 2014A
novel type of hemocytes localizing melanization with kégineading behavior in
Mythimna separata. Arch. Insect Biochem. Physiol. 86: 220-239.

Kozlowski, J., Konarzewski, M., and Gawelczyk, A. T. 2003Cell size as a link between
noncoding DNA and metabolic rate scaling. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100: 14080-
14085.

Kwon, H., Bang, K., and Cho, S. 2014Characterization of the hemocytes in larvae of
Protaetia brevitarsis seulensis: involvement of granulocyte-mediated phagocytosis.
PLoS ONE 9: e103620.

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

19



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

Lima, M. A. P., and Prezoto, F. 2003~oraging activity rhythm in the Neotropical swarm-
founding wasp Polybia platycephala sylvestris Richards, 1978 (Hymenoptera:
Vespidae) in different seasons of the year. Sociobiology 42: 745-752.

Ling, E., Shirai, K., Kanekatsu, R., and Kiguchi, K. 2005Hemocyte differentiation in the
hematopoietic organs of the silkworm, Bombyx mori: prohemocytes have the function
of phagocytosis. Cell. Tissue Res. 320: 535-543.

Manachini, B., Arizza, V., Parrinello, D., and Parrinello, N. 2011. Hemocytes of
Rhynchophorus ferrugineus (Olivier) (Coleoptera: Curculionidae) and their response to
Saccharomyces cerevisiae and Bacillus thuringiensis. J. Invertebr. Pathol. 106: 360-
365.

Manfredini, F., Dallai, R., and Ottaviani, E. 2008.Circulating hemocytes from larvae of
the paper wasp Polistes dominulus (Hymenoptera, Vespidae). Tissue Cell 40: 103-112.

Marmaras, V. J., and Lampropoulou, M. 2009. Regulators and signalling in insect
haemocyte immunity. Cell Signal. 21: 186-195.

Nakahara, Y., Shimura, S., Ueno, C., Kanamori, Y., Mita, K., Kiuchi, M., and
Kamimura, M. 2009. Purification and characterization of silkworm hemocytes by flow
cytometry. Dev. Comp. Immunol. 33: 439-448.

Pal, R., and Kumar, K. 2014.A comparative study of haemocytes in three cyclorrhaphous
dipteran flies. Int. J. Trop. Insect Sci. 34: 207-216.

Prezoto, F., Lima, M. A. P., and Machado, V. L. L. 2005Survey of preys captured and
used by Polybia platycephala (Richards) (Hymenoptera: Vespidae, Epiponini). Neotrop.
Entomol. 34: 849-851.

Ribeiro, C., and Brehélin, M. 2006.Insect haemocytes: what type of cell is that?. J. Insect
Physiol. 52: 417-429.

Rodrigues, J., Brayner, F. A., Alves, L. C., Dixit, R., and Barillas-Mury, C. 2010.

20



Hemocyte differentiation mediates innate immune memory in Anopheles gambiae
mosquitoes. Science 329: 1353-1355.

Rodriguez, F. A., Barros, L. C., Caroline, P., Serrdo, J. E., and Zanuncio, J. C. 2012.
Nidification of Polybia platycephala and Polistes versicolor (Hymenoptera: Vespidae)
on plants of Musa spp. in Minas Gerais State, Brazil. Sociobiology 59: 457-461.

Siddiqui, M. 1., and Al-Khalifa, M. S. 2012. Circulating haemocytes in insects: phylogenic
review of their types. Pak. J. Zool. 44: 1743-1750.

Silva, J. E. B., Boleli, I. C., and Simoes, Z. L. P. 200Hemocyte types and total and
differential counts in unparasitized and parasitized Anastrepha obliqua (Diptera,
Tephritidae) larvaeBraz. J. Biol. 62: 689-699.

Stoepler, T. M., Castillo, J. C., Lill, J. T., and Eleftherianos, |. 2013Hemocyte density
increases with developmental stage in an immune-challenged forest caterpillar. PL0S
ONE 8: e70978

Strand, M. R. 2008.The insect cellular immune response. Insect Sci. 15: 1-14.

Tan, J., Xu, M., Zhang, K., Wang, X., Chen, S., Li, T., Xiang, Z., and Cui, H. 2013.
Characterization of hemocytes proliferation in larval silkworm Bombyx mori. J. Insect
Physiol. 59: 595-603.

Yamashita, M., and Iwabuchi, K. 2001. Bombyx mori prohemocyte division and

differentiation in individual microcultures. J. Insect Physiol. 47: 325-331.

21



Fig. 1. Morfologia de diferentes hemdcitos de Polybia platycephala (Hymenoptera:\@spida
(A) prohemdcito, (B) plasmatdcitos, (C) granuldcito, (D) prohemdcitos enosejit(E)
oenocitoide. Seta indica inclus@es citoplasmaticas neutrofilicas.
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Tabela 1. Tamanho médio dos hemdécitos (uaB diferentes espécies de insetos. Pr (prohemdcito), Pl (plasmatécito), Gr dgitahulOe
(oenaocitoide).

Espécie Pr Pl Gr Oe Referéncia

Plutella xylostella L. (Lepidoptera:Plutellidae) 57 84 7,7 10,4 Huang et al. 2010
Melipona scutellaris Latreille (Hymenoptera: Apidae) 86 10,9 19,1 20,2 Amaral et al. 2010
Protaetia brevitarsiseulensis (Kolbe{Coleoptera: Cetoniidae) 66 6,7 11,0 18,0 Kwon et al. 2014

Culex quinquefasciatus Say (Diptera: Culicidae) 50 6,0 8,0 6,0 Brayner et al. 2005
Rhynchophorus ferrugineus (Olivier) (Coleoptera: Curculionidae) 56 16,3 22,2 38,0 Manachini et al. 2011
Carabus (Chaetocarabus) lefebvrei Dejean 1826 (Coleoptera, Caral 8,0 15,0 13,0 10,0 Giglio et al. 2008
Dactylopius coccus Costa (Hemiptera: Dactylopiidae) 49 119 108 7,0 Caselin-Castro et al. 2010
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CAPITULO 2

SOBREVIVENCIA E DINAMICA HEMOCITARIA DE Polybia platycephala
(HYMENOPTERA: VESPIDAE) APOS INFECCAO POR Metarhizium anisopliae
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ABSTRACT. Entomopathogens are popularly used in the biological control of insect
herbivores, but the effect of their pathogenicity in natural enemies is not completely
understood. Therefore, a measurement of risks of the microbial biocontrol agent toward
predatory insects is crucial. We investigated the survival and dynamics hemocytes of
the neotropical social wasp Polybia platycephala (Richards) after exposure to
biopesticide Metarhizium anisopliae strain ESALQ E9 (MefaMiP). Exposure of P.
platycephala to lower concentrations of this fungus (1%ahd 1 x 10spores/mL) was

safe. However, high spore concentrations (1 ¥ x 10 spores/mL) reduced the
survival and the number of granulocytes and prohemocytes of P. platycephala and
indicates that the biological control with M. anisopliae may reduce populations of this
natural enemy in agroecosystems. The isolated M. anisopliae ESALQ E9 showed a
negative interaction with P. platycephala at concentrations of 18xai® 1 x 18
spores/mL. However, M. anisopliae can interact with P. platycephala at concentrations
of 1 x 1¢ and 1 x 10 spores/ml without compromising the survival or number of

hemocyte this predator.

KEY WORDS. biological control, entomopathogens, predator, fungi
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RESUMO. Entomopatdgenos sé&o utilizados no controle biolégico de insetos
herbivoros, mas o seu impacto em inimigos naturais é pouco compreendido. Bsto torn
importante se medir os riscos dos agentes microbianos em insetos predadores. A
sobrevivéncia e a dindmica hemocitaria da vespa social neotropical Polybia
platycephala Richards (Hymenoptera: Vespidae) apds a exposicdo ao biopesticida
Metarhizium anisopliae isolado ESALQ E9 (Met&WP), foi avaliada. A exposicéo

de P. platycephala a baixas concentracdes deste fungo flard@ x 10spores/mL)

foi segura. No entanto, altas concentracoes (181D x 16 spores/mL) reduziram a
sobrevivéncia e o numero de granuldcitos e prohemdcitos de P. platycephala e indica
que o controle biolégico com M. anisopliae pode reduzir as populacdes deste inimigo
natural em agroecossistemas. O isolado M. anisopliae ESALQ E9 apresentou interagéo
negativa com P. platycephala nas concentracdes de £ & 10x 16 esporos/mL.
Contudo, M. anisopliae pode interagir com P. platycephala em concentracbes de 1 x
10° e 1 x 10 esporos/mL sem comprometer a sobrevivéncia ou o nimero de hemacitos

desse predador.

PALAVRAS-CHAVE: controle biolégico, entomopatdgenos, fungos, predador.
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INTRODUCAO

Vespas sociais séo insetos predadores generalistas oportunistas (Richter, 2000).
Polybia platycephala Richards (Hymenoptera: Vespidae) tem potencial para o controle
biolégico de imaturos de Lepidoptera, Hemiptera, Coleoptera e Diptera (Prezoto et al.
2005, Rodriguez et al. 2012, Jacques et al. 2012). Ninhos desta vespa séo construidos
em agroecossistemas com alta diversidade de presas (Clouse 2001, Auad et al. 2012, De
Souza et al. 2012), onde inseticidas podem reduzir suas populagdes (Bommarco et al.
2011). A utilizagdo integrada de predadores com biopesticidas comerciais pode
aumentar a eficicia do controle de pragas, diminuindo o uso de inseticidas quimicos.

O fungo generalista Metarhizium anisopliae Sorokin, frequentemente utilizado
no controle bioloégico de pragas, pode infectar uma variedade de insetos (Morjan et al.
2002, Roy et al. 2006, Dubovskiy et al. 2013). Este agente microbiano se dispersa
passivamente pelo vento, chuva ou por hospedeiros infectados que morrem ou migram
para outros locais (Hajek e Leger 1994, Meyling e Ellenberg 2007).

Apesar da seguranca ambiental, aplicacées inundativas de M. anisopliae em
agroecossistemas podem causar mortalidade de espécies ndo-alvo. Insetos gredadore
podem ser infectados no momento da aplicagdo no campo ou por contato com 0s
esporos dos fungos nas folhas (Franca et al. 2006). Vespas sociais podem ser infectados
por fungos entomopatogénicos (Rose et al., 1999, Madden et ai. 2012) principalmente
pela manipulacéo de presas infectadas (Harris et al. 2000), mas a interacéo entre vespas
sociais e M. anisopliae precisa ser melhor estudada (Harris et al. 2000, Merino et al.
2007). O objetivo deste estudo foi avaliar as concentracdes de esporos de M. anisopliae
isolado ESALQ E9 (Metarril) compativeis com a vespa social P. platycephala. A
hipotese € de que M. anisopliae em baixas concentracfes de esporos ndo compromete a
sobrevivéncia ou o numero de hemaocitos presentes na hemolinfa da vespa predadora P.

platycephala.
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MATERIAL E METODOS

Coleta de Polybia platycephala.Onze ninhos de P. platycephala foram
coletados no campus da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Pupas e larvas
presentes nos favos foram mantidas a 25 + 2°C, 70 + 5% de UR e 12 horas de fotofase,
enquanto os adultos foram removidos e descartados.

Sobrevivéncia.Suspensfes com o bioinseticida Metarril® WP (M. anisopliae,
isolado ESALQ E9) em agua destilada e Tweef@ 800,01%, na concentragio
recomendada para aplicacdo no campo (xd€poros/mL) foram preparadas
posteriormente diluidas em 1¥101x10°, 1x1® esporos/mL. O experimento foi
realizado em delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos (quatro
concentracdes do fungo e o controle) em cinco repeticdes, cada uma com cinco fémeas
recém-emergidas de P. platycephala, totalizando 25 individuos por tratarento.
mortalidade das vespas foi analisada por 10 dias. Os insetos mortos foram incubados a
25 + 2°C, 70 £ 5% de UR e 12 horas de fotofase, para confirmar a esporulagédo do
fungo.

Dois métodos de inoculacdo de esporos foram testados. (1) inoculacéo topica:
uma aliquota de 1 puL da suspenséo de esporos foi inoculada sobre a superficie ventral
do térax de cada fémea recém-emergidaPdelatycephala (James et al., 2010Q)
controle tevel pL de &gua destilada com o Tweéh 8M,01%. As vespas foram
individualizadas em placa de Petri (9,0 x 1,2 cm) e receberam diariamente 1 mL de mel
a 50% como alimento. (2) Inoculagdo por ingestdo: uma solucdo de 50:50 (v/v) de
suspensao de esporos/mel foi preparada por concentracédo (Harris et al., 2000). Fémeas
de P. platycephala recém-emergidas foram individualizadas em placas de Petri e
alimentadas com 1 mL da solugcédo. O tratamento controle recebeu diariamente 1 mL de

mel 50%.
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Hemdécitos contados.O bioinseticida Metarril® WP (M. anisopliae, isolado
ESALQ E9) foi diluido em agua destilada e Tweefi 8®0,01%, nas concentracgdes de
1x10, 1x1® e 1x18 conidios/mL. Vinte fémeas adultas recém emergidas de P.
platycephala foram expostas ao fungo entomopatogénico M. anisopliae por tratamento
e no controle. Uma aliquota de 1 pL da suspenséo de esporos desse fungo foi inoculada
sobre a superficie ventral do térax das vespas e, posteriormente, os individuos foram
individualizados em placas de Petri (9,0 xdn3. Essas fémeas adultas foram expostas
ao fungo durante 24, 48 e 72 horas e, apds esse periodo, limpas em alcool 70% por
cinco segundos antes da coleta de hemolinfa.

A coleta de 1 pL de hemolinfa foi realizada com micropipeta a partir de inciséo
no torax, e transferido para 9 pL de solucdo anticoagulante (98 mM de NaOH, 186 mM
de NaCl, 177mM de N&DTA e 41mM de acido citrico, pH 4,5) para evitar a agregacao
dos hemdacitos (Ibrahim e Kim, 2006). As amostras de hemolinfa foram coradas com 3
uL Giemsa e o total de prohemdcitos, plasmatdcitos e granuldcitos quantificado
(Ribeiro e Brehélin 2006, Avulova e Rosengaus 2011) em microscépio de luz com
camara de Neubauer. As seguintes caracteristicas morfolégicas foram utilizadas como
critério para distinguir os trés tipos de hemdcitos: prohemdcitos possuem nucleos
grandes e roxo escuro, citoplasma ocupa uma area estreita em torno do nucleo;
plasmatdcitos sdo células altamente polimérficas com citoplasma apresentando
pequenos vacuolos claros, os nacleos podem ser esféricos ou ovais; granuldcitos contém
numerosos granulos no citoplasma, tém um pequeno nucleo que geralmente ocupa uma
posicao central (Ribeiro e Brehélin 2006, Avulova e Rosengaus 2011, Amaral et al.
2010).

Analise Estatistica. As curvas de sobrevivéncia de fémeas adultas de P.
platycephala foram geradas pelo método Kaplan-Meier e comparadas pelo teste Log-

Rank a 5% de probabilidade. O numero de hemdcitos, nas diferentes concentragdes do
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fungo e intervalos de tempo, foi submetido a andlise de variancia do tipo fatorial 4x3,
considerando os tratamentos (controle e M. anisopliae nas concentralde® aa @
conidios/mL) e trés intervalos de tempo (24, 48, e 72h). A contribuicdo independente de
cada variavel na densidade hemocitaria e as interagbes potenciais entre as variaveis
foram analisadas. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e transformados
em log 10. As médias foram avaliadas pelo teste de Tukey a p<0.05 (LSMEANS) para

multiplas comparac¢des com GLM (fatorial ANOYA

RESULTADOS

Efeito do fungo Metarhizium anisopliae na sobrevivéncia da vespa social
neotropical Polybia platycephala. O fungo entomopatogénico M. anisopliae, nas
concentragdes de 1 x 812 = 0.02; P = 0.88) ou 1 x 10(32 = 0.33; P = 0.56)
esporos/mL, ndo afetou a sobrevivéncia das vespas (Fig. 1A). No entanto, a
sobrevivéncia dessa vespa foi menor nas concentracdes de®l(y2 ¥07.00; P =
0.008) e 1 x 19esporos/ml(y2 = 7.46; P = 0.006). O inicio da esporulacéo do fungo
foi no aparelho bucal, entre as articulacdes das pernas e dobras intersegmentares, se
espalhando gradualmente para outras partes do corpo nos cadaveres de P. platycephala
O fungo M. anisopliae néo reduziu a sobrevivéncia ou esporulou nas vespas quando
administrado por ingestéo (Fig. 1b).

Contagem de hemacitos em P. platycephala apds infecgcdo com M. anisopliae
A contagem dos tipos de hemacitos circulantes na hemolinfa de P. platycephala variou
apos a inoculagdo topica com M. anisopliae. Vespas tratadas apresentaram menor
numero de prohemacitos que aquelas do controle (F = 39.80; P < 0.0001). O nimero de
prohemdacitos foi semelhante ao longo do tempo (F = 2.54; P = 0.08). O numero de
granulécitos foi menor com 1 x 4@ 1x16 esporos/mL ap6s 24h de exposi¢cdo ao

fungo M. anisopliae (F = 4.6, < 0.0001) comparado ao controle (Fig. 2). O namero
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de plasmatécitos foi estatisticamente igual em todos os tratamentos (F = E61; P
0.4043).

O numero total das células circulantes na hemolinfa de fémeas adultas de P.
platycephala foi menor apds 24h da exposicdo a M. anisopliae com® Espbdos/mL
que no controle (F = 12.37;#0.005). A contagem total de hemdcitos foi menor ap6s

72h nas concentractes de 1 % éa x 18 esporos/mL desse fungo (Fig. 2).

DISCUSSAO

A menor sobrevivéncia de P. platycephala confirma a viruléncia de M.
anisopliae para esta vespa social. O inicio da esporulacdo no aparelho bucal, entre as
articulacdes das pernas e dobras intersegmentares de P. platycephala €, provavelmente,
favorecido pelo fato da cuticula ser menos esclerotizada nessas regifes, sendo mais
vulneraveis a penetracdo de fungos como relatado para Anoplophora glabripennis
Motsch. (Wang et al. 2009).

A sobrevivéncia semelhante de fémeas adultas de P. platycephala nas
concentracdes de 46 10 esporos/mL de M. anisopliae e no controle sugerem reduzida
viruléncia desse fungo em baixas concentracées em aplicacdo tdpica. No entanto, este
fungo superou as respostas imunoldgicas e causou mortalidade de P. platycephala
quando os insetos foram expostos topicamente as concentracdes® le x1 10 18
esporos/mL, devido a maior probabilidade de conidios se aderirem a cuticula (Kirkland
et al. 2004, Ment et al. 2010). A melanizacdo ou encapsulacdo também podem ter
controlado os baixos niveis de infeccdo com M. anisopliae, como observado para
Reticulitermes flavipes (Isoptera) e Lasius neglectus (Hymenoptera) (Chouvenc et al.
2009, Konrad et al. 2012).

A auséncia de infeccdo apOs a ingestdo de M. anisopliae indica que o trato

digestivo de P. platycephala ndo favoreceu a colonizacéo deste patdogeno e confirma o
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fato de fungos entomopatogénicos terem maior acdo quando penetram no hospedeiro,
principalmente através do tegumento (Chouvenc et al. 2009, Ansari et al. 2010). A flora
microbiana (Dillon e Charnley 1986), moléculas anti-fingicas no intestino (Chouvenc et
al. 2009) e o curto tempo de contato com a parede intestinal (Ansari et al. 2010) podem
impedir a penetragdo de fungos no intestino. Além disso, a membrana peritréfica € uma
barreira eficaz a infeccdo por patégenos (Feng 1951, Brandi et al. 1978, Levy et al.
2011).

A reducdo do numero de prohemdécitos sugere a diferenciacdo destas células em
plasmatdcitos e/ou granuldcitos para agir na resposta imune de P. platycephala
desafiado por M. anisopliae. Os prohemdcitos sao células multipotentes que podem se
diferenciar em todos os outros tipos de células circulantes na hemolinfa (Ling et al.
2005, Nakahara et al. 2010, Grigorian e Hartenstein 2013), contribuindo para a defesa
contra microrganismos patogénicos (Borges et al. 2008, Rodrigues et al. 2010, Zibaee et
al. 2011).

O menor numero de granuldcitos em P. platycephala ap6s 24 h de exposicéo a
altas concentracbes de M. anisopliae (#x#0 1x18 esporos/mL) demonstra o
recrutamento desses hemdcitos para reacdes de defesa imunitaria celular. A diminuicédo
da densidade de granuldcitos na hemolinfa esta relacionada com o envolvimento destas
células para formar a camada de melanina quando hifas de fungos penetram na cuticula
lesionada (Lai et al. 2002, Chouvenc et al. 2009).

Os nuameros estatisticamente iguais de plasmatocitos em todos os tratamentos
indicam que estas células ndo desempenham papel importante nos mecanismos de
defesa imunitaria celular de P. platycephala contra M. anisopliae. Plasmatocitos sao
recrutados para formar capsulas em torno de particulas estranhas (Lai et al. 2002,
Stoepler et al. 2013), mas os granuldcitos séo as células que primeiro entram em contato

com os invasores (Lai et al. 2002).
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A reducdo do numero total de hemdcitos durante a infec¢cdo por M. anisopliae
sugere que metabolitos citotdxicos liberados pelo fungo ou a pressdo mecéanica de hifas
podem ter induzido a agregacao de células circulantes na hemolinfa de P. platycephala.
A reducdo de hemdcitos, apos infeccdo por fungos (Avulova e Rosengaus 2011,
Sahayaraj et al. 2014), indica a ativacao do sistema imunitério (Anggraeni e Putra 2011)
ou a susceptibilidade de hemdécitos para metabolitos fangicos téxicos (Han et al. 2013).

O isolado M. anisopliae ESALQ E9 apresentou interacdo negativa com P.
platycephala. A exposi¢do a esse fungo entomopatogénico, nas concentracdes de 1 x
10° e 1 x 18 esporos/mL, reduziu a sobrevivéncia e o nimero de hemécitos circulantes
em P. platycephala. No entanto, M. anisopliae pode interagir com P. platycephala em
concentracdes de 1 x°6 1 x 10 esporos/mL sem comprometer a sobrevivéncia ou o

namero de hemdécitos desse predador.
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Figura 1. Probabilidade de sobrevivéncia de fémeas adultas de Polybia platycephala
(Hymenoptera: Vespidae) expostas ao fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae. (A)
tratamento topico e (B) tratamento por ingestao, em diferentes concentraces.
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Figure 2. Dindmica hemocitaria de fémeas adultas de Polybia platycephala (Hymenoptera:
Vespidae) tratadas topicamente com M. anisopliae em diferentes concentrage’s {Ixx110

e 1 x 10 conidios/mL) em funcéo do tempo (24, 48, 72 horas). Diferencas significativas entre
0s tratamentos e o controle s&o indicados por * (P<0,05).
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CAPITULO 3

SUSCEPTIBILIDADE DE Polybia platycephala (HYMENOPTERA: VESPIDAE)
AO FUNGO ENTOMOPATOGENICO Beauveria bassiana
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ABSTRACT. Biopesticides in biological control can affect natural enemies. The
pathogenicity of the fungus Beauveria bassiana Vuillemin on Polybia platycephala
(Richards) (Hymenoptera: Vespidae) was evaluated. Newly emerged females of this
wasp were treated with a oné of the biopesticide Boveril® WP suspension (B.
bassiana, isolated ESALQ PL 63). The control receivedubrod distilled water. All
treatments contained Tween®d0.01%). The fungus B. bassiana, at all concentrations
tested, decreased the lifetime, increased the number of plasmatocytes and reduced the

granulocytes number of P. platycephala.

KEYWORDS: haemocytes, predator, social wasps.
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RESUMO. Biopesticidas no controle biolégico podem afetar inimigos naturais. A
patogenicidade do fungo Beauveria bassiana Vuillemin sobre Polybia platycephala
(Richards) (Hymenoptera: Vespidde) avaliada. Fémeas recém emergidas dessa vespa
foram tratads& com um pl de suspensdao do biopesticida Boveril® WP e espalhante
adesivo Tween 80a 0,01% (B. bassiana, isolado ESALQ PL 63). O controle recebeu

um pl de agua destilada e espalhante adesivo Tween®800,01%. O fungo B. bassiana,

em todas as concentracfes testadas, diminuiu a sobrevivéncia e aumentou o nimero de

granuldcitos de P. platycephala.

PALAVRAS-CHAVES: hemdcitos, predador, vespas sociais.
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INTRODUCAO

Entomopatégenos sdo inimigos naturais de artrépodes e podem reduzir a
necessidade de uso de produtos quimicos (Valicente e Mourdo 2008, Vega et al. 2009,
Pardo-Lépez et al. 2012). O fungo Beauveria bassiana Vuillemin infecta pragas
agricolas (Shapiro-llan et al. 2013) e, também, hospedeiros ndo alvo (Vergel et al. 2011,

Garrido-Jurado et al. 2011).

Fungos entomopatogénicos podem estar presentes em ninhos de vespas sociais,
principalmente, pela manipulacdo de presas infectadas (Harris et al. 2000). Insetos
predadores também podem ser infectados no momento da aplicacdo no campo ou pelo
contato com esporos de fungos sobre as folhas (Franca et al. 2006).

A familia Vespidae inclui as subfamilias de vespas sociais Stenogastrinae,
Polistinae e Vespinae (Carpenter 2003). Esses insetos sdo predadores generalistas
(Richter 2000) e, uma vez introduzidos, se multiplicam e disseminam no ambiente,
favorecendo o controle biolégico (Prezoto e Machado 1999, Andrade e Prezoto 2001,
Elpino-Campos et al. 2007). Vespas sociais fundam seus ninhos em muitos
agroecossistemas com alta diversidade de presas (Clouse, 2001, Auad et al. 2012, De
Souza et al. 2012), onde inseticidas podem reduzir suas populagdes (Bommarco et al.
2011).

O género Polybia (Hymenoptera: Vespidae) se alimenta de herbivoros
invertebrados (Wyckhuys e O’Neil 2006, Picango et al. 2011, Pereira et al. 2007).

Polybia platycephala Richards € uma vespa de fundacdo enxameante (Somavilla et al.
2012) e com ocorréncia na América do Sul (Prezoto et al. 2005, Rodriguez et al. 2012).
A importancia dessa espécie para o0 controle biologico €, ainda, pouco conhecida
(Prezoto et al. 2005, De Souza et al. 2012) em razdo de seus ninhos serem cobertos por
um envelope protetor que dificulta o estudo da sua biologia, ecologia e comportamento

(Prezoto et al. 2005). A tolerancia e a dinamica do sistema imune de vespas sociais a
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entomopatdégenos precisam ser conhecidos para a conservacdo destas espécies e
equilibrio biolégico. O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto do biopesticida
Boveril® WP (isolado ESALQ PL 63) na sobrevivéncia e na resposta imune celular de

Polybia platycephala (Hymenoptera, Vespidae) em laboratorio

MATERIAIS E METODOS

Local e condigcdo do experimentoA pesquisa foi realizada no Laboratoério de
Controle Bioldgico de Insetos (LCBI) do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigcosa (UFV) em Vicosa,
estado de Minas Gerais, Brasil. Os onze ninhos de P. platycephala foram coletados no
campus da Universidade Federal de Vigcosa. Pupas e larvas dessa vespa nos favos foram
mantidas em estufa climatizada (B.O.D.) a temperatura de 25 + 2°C, 70 + 5% de UR e
12 horas de fotofase e seus adultos removidos e descartados.

Sobrevivéncia. Suspensdes com o bioinseticida Boveril® WP (B. bassiana,
isolado ESALQ PL 63) em agua destilada e Tweeh 8®,01%, nas concentragdes
1x1C, 1x107, 1x1C e 1x16 esporos/mL foram preparadas. O experimento foi realizado
em delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos (quatro
concentracdes do fungo e o controle) e cinco repeticdes. Cada repeticdo teve cinco
fémeas adultas de P. platycephala, totalizando 25 individuos por tratamento.
mortalidade das vespas foi observada por 10 dias. Os insetos mortos foram incubados
em B.O.D. a uma temperatura de 25 £ 2°C, 70 £ 5% de UR e 12 horas de fotofase, para
confirmar a esporulacédo do fungo. Os métodos de inoculagdo de esporos foram: (1)
topico: fémeas recém emergidas de P. platycephala foram individualizadas em placas
de Petri (9,0 x 1,2 cm) para garantir que todos os individuos tivessem a mesma idade.
Uma aliquota de 1 pL da suspenséao de esporos foi inoculada sobre a superficie ventral

do térax de cada uma (James et al. 20A8)vespas do controle foram inoculadas com
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1 pL de agua destilada contendo Tweef 8@,01% e cada uma recebeu diariamente 1

mL de mel 50%. (2) ingestado: uma solucao de 50:50 (v/v) de suspenséao de esporos/mel
foi preparada por concentracdo de B. bassiana (Harris et al. 2000). Cada fémea de P.
platycephala recém emergida foi individualizada em placas de Petri com 1 mL da
solugéo. O tratamento controle recebeu diariamente 1 mL de mel 50%.

Resposta imune celularUma aliquota de 1 pL da suspensado de esporos de B.
bassiana foi inoculada sobre a superficie ventral do térax de P. platycephala
posteriormente esses individuos foram individualizados em placas de Petri (9,0 x 1,2
cm). O bioinseticida Boveril® WP (B. bassiana, isolado ESALQ PL 63) foi diluido em
adgua destilada e Tween ®B( 0,01%, nas concentracbes 1%10x1¢ e 1x16
esporos/mL. Vinte fémeas adultas dessa vespa, por tratamento, foram expostas ao fungo
durante 24, 48 e 72 horas. Apés esse periodo, foram limpas em alcool 70% por cinco
segundos para a coleta da hemolinfa.

A coleta de 1 pL de hemolinfa foi realizada com micropipeta em incisdo no
térax de P. platycephala apls a retirada da cabeca e transferido para S)lcéde
anticoagulante (98 mM de NaOH, 186 mM de NaCl, 17mM d&N&A e 41mM de
acido citrico, pH 4,5) para evitar a agregacao dos hemdécitos (Ibrahim e Kim, 2006). As
amostras de hemolinfa foram coradas com 3uL Giemsa e o total de granulécitos,
plasmatdcitos e prohemdcitos quantificados (Ribeiro e Brehélin 2006, Avulova e
Rosengaus 2011) em microscopio de luz (objetiva de 40x) com camara de Neubauer.

Analise Estatistica. As curvas de sobrevivéncia das fémeas adultas de P.
platycephala foram geradas pelo método Kaplan-Meier e comparadas pelo teste Log-
Rank a 5% de probabilidade. A contagem de granulécitos, plasmatécitos e
prohemdécitos, nas diferentes concentracbes do fungo e intervalos de tempo, foi
submetida a analise de variancia do tipo fatorial 4x3, considerando os tratamentos

(controle, B. bassiana nas concentracoési e 16 esporos/mL) e trés intervalos de
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tempo (24, 48, e 72h). A contribuicdo independente de cada variavel na densidade
hemocitaria e as interacdes potenciais entre as variaveis foram analisadas. Apés teste de
normalidade, os dados foram transformados em log 10. As médias foram avaliadas pelo
teste de Tukey a p<0.05 (LSMEANS) para multiplas comparacdes, utilizando PROC

GLM (fatorial ANOVA).

RESULTADOS

A sobrevivéncia d P. platycephala, exposta topicamente a B. bassiana nas
concentragdes 1 x 9@y?=23,71; p<0,001), 1 x YOy*=29,52; p<0,001), 1 x $o
(x?>=33,93; p<0,001) e 1 x fQsporos/mL (y>=49,98; p<0,001), foi menor que no
controle (Figura 1A). As fémeas adultas de P. platycephala tiveram menor
sobrevivéncia com dieta contendo B. bassiana na concentragdo dé€ éspdros/mL
(x~=43,90; p<0,001), que nos demais tratamentos (Figura 1B).

O numero de prohemdcitos de P. platycephala apresentaram média maior no
controle que nos tratamentos com B. bassiana (F=39.80, p <0.0001), com redugao mais
acentuada na concentracdo 1 Xd€poros/mL (Figura 2).

O numero de granuldcitos de P. platycephala foi menor apGs exposicao ao fungo
B. bassiana (F=12.76, p<0.0001) nos diferentes tempos de expoSiga@3.82
p<0.0001).A quantidade destas células foi menor apds 24 horas de tratamento com B.
bassiana a 1x2@sporos/mL (Figura 2). No periodo de 72 horas de exposi¢&o, nimero
de granuldcitos foi maior que o controle em todas as concentracdes de B. bassiana
(p<0.05). O numero de plasmatdcitos de P. platycephala no controle foi menor que nos
tratamentos com B. bassiana970, p<0.0001). No periodo de 48 horas, o niumero de
plasmatocitos com B. bassiandlx10’ e 1x10 esporos/mL foi maior que o controle
(F=4.72, p=0.01). Beauveria bassiana n&o afetou o numero total de células circulantes
na hemolinfa de P. platycephala (Figura 2).
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DISCUSSAO

A menor sobrevivéncia de fémeas adultas de P. platycephala apos tratamento
topico com B. bassiana concorda com o fato de vespas serem susceptiveis a este fungo,
embora com poucos registros de ocorréncia em colonias desses insetos (Rose et al.
1999, Madden et al. 2012). Microrganismos patogénicos de insetos, como B. bassiana,
produzem enzimas, incluindo proteases, quitinases, esterases e de assimilacdo de
hidrocarbonetos para decompor a cuticula (Pedrini et al. 2013, Ying et al. 2014) e
infectar os hospedeiros (Zimmermann 2007, Pathan et al. 2007). Resultados
semelhantes foram relatados para Haematobia irritans L. (Diptera: Muscidae), Plutella
xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) e Metamasius spinolae (Gyllenhal) (Coleoptera:
Curculionidae) (Lohmeyer e Miller 2006, Godonou et al. 2009, Ordirta et al.

2011).

A infeccdo por ingestdo de B. bassiana na dieta com ? &spdros/mL indica
gue uma concentracdo elevada desse patdgeno favoreceu a colonizacdo no trato
digestorio de P. platycephala. Substancias produzidas por B. bassiana sdo semelhantes
a toxinas bacterianas, sugerindo o potencial para toxicidade oral deste fungo (Xiao et al.
2012). No entanto, a germinacédo de, apenas, 37% de esporos de B. bassiana no intestino
de Solenopsis richteri (Hymenoptera: Formicidae) (Broome et al. 1976) mostra baixa
viruléncia desse fungo por essa via de infeccédo. Moléculas antifungicas (Chouvenc et al.
2009), a flora microbiana (Dillon e Charnley 1986) e o pH (Broome et al. 1976) podem
diminuir a capacidade de penetragéo dos esporos no intestino dos insetos.

ModificacBes na densidade de prohemacitos, granuldcitos e plasmatocitos de P.
platycephala podem refletir a susceptibilidade deste predador aos metabdlitos toxicos
liberados por B. bassiana (Quesada-Moraga e Vey 2004, Zibaee et al. 2011). Esse fungo
pode invadir a hemocele e produzir uma massa de blastosporos que proliferam e liberam

substancias téxicas nos tecidos internos, destruindo os mecanismos de defesa celular do
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hospedeiro (Xiong et al. 2013). Além disso, B. bassiana pode limitar o reconhecimento
pelos hemdécitos com hifas mascaradas por paredes celulares modificados que impedem
a deteccdo do invasor (Quesada-Moraga e Vey 2004, Wojda et al. 2009, Zibaee et al.
2011).

O menor numero de prohemécitos na hemolinfa de P. platycephala indica a
diferenciacdo destas células em plasmatécitos e/ou granulécitos para atuarem na
resposta imune dessa vespa. Prohemacitos podem dar origem a todos os outros tipos de
hemdécitos que circulam na hemolinfa dos insetos (Gupta 1985, Nakahara et al. 2010,
Grigorian e Hartenstein 2013). Este processo de diferenciacéo celular contribui para a
defesa contra microrganismos patogénicos, pois diferentes hemdécitos podem realizar
funcdes variadas como fagocitose, nodulacdo, encapsulacdo e melanizacao (Borges et
al. 2008, Rodrigues et al. 2010, Zibaee et al. 2011).

A menor densidade de granulécitos em P. platycephala apés 24 horas confirma
o recrutamento destas células em vespas expostas a altas concentracdes de B. bassiang
A diminuicdo do numero de hemdcitos esta relacionada com a formagdo de nodulos
quando hifas de fungos penetram na cuticula do hospedeiro (Chouvenc et al. 2009), o
que poderia explicar as menores densidades de granuldcitos em P. platycephala exposta
ao fungo B. bassiana.

A elevada densidade de plasmatdécitos e granulédcitos apds 72 horas em vespas
expostas a B. bassiana indica reconhecimento do fungo pelo sistema imune, pois
receptores na membrana de hemdcitos induzem a regulacao e liberacdo das células de
defesa na hemolinfa (Strand 2008). Contudo, o maior niumero de plasmatocitos e
granuldcitos evidencia a incapacidade destas células em fagocitar ou encapsular B.
bassiana. Esse fungo pode produzir toxinas que inibem o encapsulamento e a atividade
fagocitaria dos hemdcitos como relatado para Galleria mellonella Fabricius

(Lepidoptera) e Eurygaster integriceps Puton (Hemiptera) (Fuguet e Vey 2004, Zibaee
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et al. 2011). ReagBes imunologicas causam a agregacao e morte de células de defesa
com a diminuicdo de sua densidade na hemolinfa dos insetos (Avulova e Rosengaus
2011, Wieloch et al. 2011). Isto n&o foi observado para P. platycephala, provavelmente
devido ao mecanismo de imunossupressao de B. bassiana que pode ter impedido seus
hemdécitos de encapsular as hifas fungicas (Quesada-Moraga e Vey 2004, Zibaee et al.
2011).

O fungo B. bassiana (isolado ESALQ PL 63) ndo € compativel com P.
platycephala. Esse fungo reduziu a sobrevivéncia e suprimiu a resposta imunoldgica
dessa vespa predadora, especialmente em concentragtes de’ Bspdr@s/mL. A
caracteristica generalista de B. bassiana mostra a necessidade de utilizacdo desse fungo

com critério para preservar o controle exercido por vespas predadoras.
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Figura 1. Probabilidade de sobrevivéncia de fémeas adultas de Polybia platycephala
(Hymenoptera: Vespidae) expostas ao fungo entomopatogénico Beauveria bassiana. (A)
tratamento topico e (B) tratamento por ingestdo, em diferentes concentracoes
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Figure 2. Dindmica hemocitaria de fémeas adultas de Polybia platycephala (Hymenoptera:
Vespidae) tratadas topicamente com Beauveria bassiana em diferentes conesefitraciik

1 x 1C¢ e 1 x 16 conidios/mL) em funcdo do tempo (24, 48, 72 horas). Diferencas significativas
entre os tratamentos e o controle sdo indicados por * (P<0,05).
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CONCLUSOES GERAIS

Os hemdcitos de Polybia platycephala apresentam o mesmo padrdo morfolégico
daqueles de outros insetos da ordem Hymenoptera, mas com menor tamanho. Quatro
tipos de hemdcitos estdo presentes na hemolinfa desta espécie de vespa social:
prohemdcitos, plasmatoécitos, granulécitos e oenocitoides. Prohemdcitos possuem
ndcleo grande e roxo escuro com o citoplasma ocupando uma pequena area em torno do
nacleo. Plasmatdcitos sdo altamente polimérficos com pequenos vacuolos claros
citoplasmaticos e nucleo esférico ou oval. Granuldcitos contém numerosos granulos no
citoplasma e nucleo esférico e central. Oenocitéides possuem nucleo pequeno e
citoplasma com pontuacdes fortemente coradas.

O fungo M. anisopliae ndo reduziu a sobrevivéncia e a dindmica hemocitéria de
P. platycephala em baixas concentragdes (1 % el0l x 16 esporos/mL) nos
tratamentos tépico ou por ingestdo. No entanto, o impacto negativo deste fungo nas
concentracdes 1 x 8@ 1 x 16 esporos/mL nos tratamentos tdpicos, indica que o
controle biolégico de pragas com M. anisopliae pode reduzir as populacbes deste
inimigo natural.

O fungo B. bassiana foi altamente patogénico para P. platycephala em todas as

concentragdes por contato e nos tratamentos de ingestéo com dspd@s/mL.
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