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A larva de Diatraea saccharalis Fabricius 1794 (Lepidoptera: Crambidae), conhecida
popularmente como broca da cana-de-agucar, tem grande interesse econdmico, pois afeta direta e
indiretamente o cultivo e o aproveitamento industrial da cana-de-agicar, além de atacar outras
gramineas como arroz, sorgo, milho e trigo (Botelho & Macedo, 2002). A D. saccharalis € um inseto
que apresenta desenvolvimento holometabdlico, ou seja, passa pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto.
Seus ovos sdo depositados nas folhas ainda verdes e a duragdo desta fase € bastante varidvel,
dependendo principalmente da temperatura, sendo, nas condi¢des brasileiras de uma a duas semanas.
Apbs a eclosdo do ovo, a larva alimenta-se da folha e/ou da casca da cana. Durante esta fase, a larva
sofre uma ou duas ecdises, quando inicia a perfuragdo do colmo da cana, abrindo extensas galerias no
seu interior (Botelho & Macedo, 2002). Durante o periodo larval, o inseto sofre um numero varidvel
de ecdises, freqilentemente 6, e a duracdo desta fase é de aproximadamente 70 dias. Préximo a
pupacdo, a larva abre um orificio no colmo da cana e o fecha parcialmente com fios de seda e restos de
sua alimentacdo, e assim protegida passa para a fase de pupa, que tem duracdo média de 10 dias,
quando emerge o adulto. O periodo de vida do adulto é de 4 a 5 dias (Botelho & Macedo, 2002).

Dentre os principais prejuizos causados pelo ataque da broca da cana na cultura canavieira estdo a
morte da gema apical, brotamento lateral, perda de peso da cana, enfraquecimento dos colmos com
conseqiiente aumento no nimero de canas quebradas e entrenés atrofiados. Ja os danos indiretos sdo
causados por microorganismos, predominantemente fungos, que invadem os entrends através dos
orificios abertos pelas larvas, causando a conhecida “podriddo vermelha”. Além disto, ocorre a
diminui¢do da pureza do caldo e problemas de contaminacido no processo de fermentacdo alcodlica nas
industrias de actcar e dlcool (Graga, 1976).

Embora existam grandes laboratérios entomolégicos direcionados a criagdo da D. saccharalis com
o objetivo de controle biolégico da praga, poucos sdo os estudos visando o conhecimento detalhado da
morfologia interna deste inseto (Santos & Gregério, 2002, 2003, 2006; Falleiros et al., 2003;
Victoriano et al., 2003; Rigoni et al., 2004) especialmente do seu sistema reprodutor masculino. Neste
sentido, o conhecimento da histologia do testiculo da broca da cana € de extrema importincia para
fundamentar pesquisas bdsicas relacionadas a reproducdo nos insetos e também estudos aplicados
visando o desenvolvimento e aperfeicoamento de mecanismos de controle bioldgico desta grande
ameaca da cultura da cana-de-agucar.

Segundo Philips (1970), a maioria dos insetos apresenta um par de testiculos, revestidos
externamente por epitélio simples e internamente por um epitélio germinativo que em geral encerra
numerosos foliculos que variam em forma e quantidade de um grupo de insetos para outro.

O epitélio germinativo é constituido por grupos de células interconectadas, formando um sincicio
com ndmero fixo de células definido para cada espécie. Cada grupo de células germinativas é
envolvido por células somadticas de natureza epitelial formando um cisto (Bairati, 1967). O nimero de
células germinativas espermdticas por cisto é caracteristico para os diferentes grupos de animais,
seguindo a razdo 2", onde o n equivale ao nimero de divisdes (mitéticas e meidticas) sofridas pelas
espermatogonias para originar os espermatdcitos, espermdtides e espermatozdides (Phillips, 1970;
Dumser, 1980). Em Bombyx mori, ap6s 6 ciclos de divisdes mitéticas, cada espermatogdnia produz
um cisto contendo 64 espermatdcitos interconectados, devido a citocinese imcompleta que ocorre
durante os ciclos de mitose. Os espermatdcitos sofrem meiose e conseqiientemente geram 256
espermadtides no cisto, as quais dardo origem aos espermatozéides. Em insetos da ordem Lepidoptera
dois tipos de espermatozoéides sdo formados, chamados eupyrene, que sdo nucleados e férteis e os
apyrene, anucleados e inférteis (Tazima, 1964; Kawamura et al., 2000; Miyagawa et al., 2005).

Morfologicamente a forma e o tamanho de cada cisto dependem do grau de maturagdo das células
germinativas que o compdem. Cistos que contém espermatogdnias, espermatdcitos ou espermatides
jovens sdo grandes e com forma esférica ou poliédrica e se localizam na periferia do testiculo e os
cistos que contém espermatides em estdgios finais de diferenciacdo apresentam-se menores € com



forma mais cilindrica ou alongada o que caracteriza a regido mais central do testiculo, onde também
estdo os espermatozdéides maduros (Phillips, 1970).

Tendo em vista a inexisténcia de estudos direcionados para o conhecimento da morfologia interna
do aparelho reprodutor masculino da D. saccharalis e dada a grande importincia econdmica deste
inseto, o presente estudo teve por objetivo a descri¢do histolégica dos testiculos de larvas de
D.saccharalis, visando uma contribuicdo para o conhecimento mais abrangente da biologia
reprodutiva deste inseto, assim como para o desenvolvimento de possiveis novas estratégias de
controle desta praga.

Para tanto foram utilizadas larvas de 5° instar de D. saccharalis fornecidas pelo Laboratdrio
Entomoldgico da Usina Barra Grande, Lencéis Paulista, SP. As larvas foram dissecadas ventralmente,
sob microscépio estereoscpio e os testiculos foram identificados e fixados imediatamente por solugio
fixadora (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 4% em tampao fosfato 0,1M, pH 7,3) por 24 horas.
Posteriormente, o material foi submetido ao protocolo convencional para inclusio em historresina
(Leica). Os cortes histologicos foram corados em Hematoxilina-eosina e as 1aminas histolégicas foram
montadas, analisadas em microscépio Optico e as imagens foram capturadas em sistema de captagdo
de imagens (QWIN — Leica).

Os resultados histoldgicos obtidos até o momento evidenciaram que em larvas de 5° instar de D.
saccharalis cada testiculo compreende quatro foliculos. Estes foliculos sdo separados por septos de
tecido conjuntivo, o estroma, que € continuo ao epitélio de revestimento externo do testiculo.
Internamente, os foliculos sdo compostos por epitélio germinativo, o qual € composto por varios cistos
(Fig.1A). Estes cistos sao formados por células da linhagem germinativa em diferentes graus de
desenvolvimento espermatogénico e por células somdticas que os revestem externamente. Tal
descri¢do € comum para a grande maioria dos insetos, j4 que de uma maneira geral, as células
germinativas sofrem divisdes mitdticas incompletas dando origem a grupos de células interconectadas
por pontes citoplasmadticas, que resulta em um processo de diferenciacdo sincronizado das células que
compdem cada grupo (Bairati, 1967; Philips,1970; Dumser, 1980).

Em D. saccharalis, pequenos cistos foram observados na periferia dos foliculos contendo células
arredondadas, com nticleo e citoplasma bastante basoéfilos, as espermatogonias. Em direcdo a regido
central do foliculo foram detectados cistos maiores formados por células grandes com niicleo
arredondado e volumoso e citoplasma um pouco menos basdfilo, os espermatécitos. Na regido central
dos foliculos, foram visualizados cistos contendo pequenas células de formato alongado exibindo
nicleo reduzido e citoplasma bastante aciddfilo, as espermdtides. Finalmente grandes feixes de
espermatozodides maduros, alinhados paralelamente, foram detectados no centro de cada foliculo, tais
células exibiram formato filiforme com nicleo bastante reduzido na regido da cabeca
(Figs.1B,1C,1D). Tais resultados relacionados a disposi¢@o dos cistos dentro de cada foliculo testicular
da broca da cana, vem de encontro aos dados da literatura sobre o processo de espermatogénese
(maturagdo das células da linhagem espermatogénica e conseqiiente formacdo dos espermatozdides)
descrito para outros insetos (Bairati,1967 Tokuyasu,1972 a, 1972b; Grassiotto, 1993; Bao, 1987), que
parece acontecer da periferia para o centro de cada foliculo testicular.

Os resultados parciais obtidos até o momento sobre a caracterizacdo histoldgica dos testiculos da
D. saccharalis nos permitem concluir que tanto a histologia dos testiculos, quanto o processo de
maturacio das células da linhagem espermatogénica e a conseqiiente formacdo dos espermatozdides
sdo semelhantes aos dados descritos na literatura para outros Lepidoptera (Phillips, 1970), entretanto
estudos ultraestruturais serdo realizados visando uma melhor caracteriza¢do das células envolvidas no
processo de espermatogénese da broca da cana-de-actcar.
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Legendas das figuras

Figura 1A - Aspecto geral do testiculo de D.saccharalis evidenciando o epitélio de revestimento (Ep)
e os septos de tecido conjuntivo (—) subdividindo os 4 foliculos (Fo). Epitélio germinativo (Eg).
Figuras 1B, 1C e 1D - Cistos compostos por espermatogdnias (Go) localizados na periferia dos
foliculos. Cistos contendo espermatdcitos (Ci) com imagens de metédfases (—). Cistos formados por
espermadtides (Ti) e feixes de espermatozéides maduros (Sp) alinhados paralelamente. Septo de tecido
conjuntivo (Tc). Epitélio de revestimento (Ep).



