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Os tons mais silenciosos da aparente quietude da
natureza sdo perceptiveis nas mais baixas camadas da
atmosfera: o som abafado e zumbido dos insetos. E uma
das muitas vozes da natureza que sdo discerniveis a
solene e receptiva mente humana.

Alexander von Humboldt, A Invencéo da Natureza



CREMONEZ, Paulo Sérgio Gimenez. Alteracbes morfo-fisiolégicasemEuschistus
herosFabr. (Hemiptera: Pentatomidae) tratados com concentracdo subletal de
piriproxifem. 2020. 115 f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2020.

RESUMO

A principal tatica de controle do percevejo marrom NeotropicalEuschistus heros, praga-chave
da soja no Brasil, envolve o uso de inseticidas neurotoxicos, como neonicotindides e
piretroides, que muitas vezes se tornam ineficientes. Sendo assim, 0s objetivos deste trabalho
foram avaliar a agéo de piriproxifem (inseticida desregulador de crescimento) sobre aspectos
morfomeétricos, bioldgicos e de componentes circulantes na hemolinfa de E. heros fémeas e
machos. Para isto, uma concentragdo subletal pré-determinada de piriproxifem (Tiger®, CLso
= 0,688 mg L) foi utilizada, aplicada topicamente sobre grupos de dez ninfas de quarto
instar, sendo utilizados adultos remanescentes para 0s seguintes bioensaios: i. uma analise de
consumo alimentar e morfométrica de corpo foi realizada para observar possiveis padrdes de
polimorfismo em funcdo do sexo e da exposicao ao inseticida; ii. quantificacdo de fertilidade,
fecundidade e analise morfométrica e morfoldgica de 6rgaos reprodutivos em 0, 5, 10 e 15
dias de idade adulta; iii. perfil de componentes circulantes, lipidios e carboidratos em 0, 5, 10
e 15 dias de idade, e niveis de micro-elementos Ni, Cu e Zn na hemolinfa de percevejos com
5 dias de idade.Foi possivel constatar que piriproxifempossui tendéncia em afetar o consumo
alimentar deE. heros, bem como causa alteracdes morfologicas e morfométricas externas
sobre o corpo e internasno sistema reprodutor em ambos 0s sexos, principalmente sobre a
estrutura ovariana: desarranjo das células nutridoras, aumento no tamanho dos odcitos basais
no inicio do desenvolvimento sexual, acompanhados de uma diminui¢cdo na espessura do
epitélio folicular em fémeas.Em machos, foram observadas diminui¢cdo do tamanho e na
forma da capsula testicular e diminuicdo na area de nucleos de células acessorias
testiculares.Com relacdo aos niveis de metabolitos energéticos, a concentracdo de lipidios e
carboidratos na hemolinfa de E. herosvariou entre os sexos, idades e tratamentos. Com
relacdo aos componentes circulantes da hemolinfa, lipidio foi o principal metabdlito
energético, apresentando niveis maiores em fémeas. A concentracdo de carboidratos foi mais
sensivel a exposicdo com piriproxifem.Os niveis de micro-elementos sdo varidveis entre
machos e fémeas; Ni e Zn diminui consideravelmente apds o tratamento com piriproxifem, ea
concentracdo de Cu é similar entre fémeas e machos ndo tratados, aumentando em machos
tratados.Sendo assim, é possivel concluir que a concentracdo subletal de piriproxifem sobre E.
heros afeta o desenvolvimento de E. heros em diferentes aspectos, em decorréncia da acéo
direta e/ou indireta, causando distarbios sobre a fisiologia do percevejo. O uso de
piriproxifem sobreE. heros como alternativa a inseticidas neurotdxicos pode ser uma
estratégia eficiente em termos de supressdo de niveis populacionais.

Palavras-chave: Percevejos fitéfagos. Horménio juvenil. Fisiologia reprodutiva de insetos.
Anélises quantitativas. Protecdo de culturas.
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ABSTRACT

The main control tactics of the Neotropical brown stink bug Euschistusheros, the main
soybean pest in Brazil, involve the use of neurotoxic insecticides, such as neonicotinoids and
pyrethroids, which are often inefficient. Thus, the objectives of this work were to evaluate the
action of pyriproxyfen (insecticide growth disruptor) on morphometric, biological and
circulating components in the hemolymph of female and male E. heros. For this, a pre-
determined sublethal concentration of pyriproxyfen (Tiger®, LC3 = 0.688 mg L) was used,
applied topically over groups of ten fourth instar nymphs, with remaining adults being used
for the following bioassays: i. an analysis of food consumption and body morphometry was
carried out to observe possible patterns of polymorphism depending on sex and exposure to
the insecticide; ii. quantification of fertility, fertility and morphometric and morphological
analysis of reproductive organs at 0, 5, 10 and 15 days of adulthood; iii. profile of circulating
components, lipids and carbohydrates at 0, 5, 10 and 15 days of age, and levels of
microelements Ni, Cu and Zn in the hemolymph of bedbugs at 5 days of age. It was possible
to verify that piriproxifem has a tendency to affect food consumption in E. heros, as well as
causing morphological and morphometric changes on the body and on the reproductive
system in both sexes, mainly on the ovarian structure, breakdown of the nutrient cells,
increase in basal oocyte size at the beginning of sexual development, accompanied by a
decrease in the thickness of the follicular epithelium in females, as well as a decrease in the
size and shape of the testicular capsule and a decrease in the area of testicular accessory cell
nuclei in males. Regarding levels of energy metabolites, the concentration of lipids and
carbohydrates in the hemolymph of E. heros is variable between sexes, ages and treatments.
Regarding circulating components of hemolymph, lipid is the main energy metabolite, with
higher levels in females. The concentration of carbohydrates is more sensitive to exposure
with piriproxifem. The levels of microelements are variable between males and females; Ni
and Zn decrease considerably after treatment with piriproxifem, and the concentration of Cu
is similar between untreated females and males, increasing in treated males. Thus, it is
possible to conclude that the sublethal concentration of piriproxifem on E. heros indicates a
possible effect on the development of E. heros in different aspects, due to the direct and / or
indirect action, causing disturbances on the physiology of the bug. The use of
pyriproxyfeninE. heros as an alternative to neurotoxic insecticides can be an efficient strategy
in terms of suppressing population levels.

Keywords: Phytophagous stink bugs. Juvenile hormone. Insect reproductive physiology.
Quantitative analyses. Crop protection.
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1 INTRODUCAO
Os percevejos fitdfagos sdo pragas emergentes na agricultura a nivel mundial, e de

grande importancia. No Brasil, estes insetos vém se destacando ha algumas décadas em
decorréncia de fatores coevolutivos que os levaram a permanecer em niveis infestantes
durante os periodos de safra das principais culturas instaladas, mesmo com intenso uso de
controle quimico (SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010). Entre os principais fatores que levam a
falha de controle destas pragas, o desconhecimento acerca dos aspectos bioquimicos e

fisioldgicos é um assunto que necessita de maior atencdo (RIGA et al., 2020).

O percevejo marrom-Neotropical Euschistus heros Fabricius (Hemiptera:
Pentatomidae) € uma praga de grande importancia na cultura da soja, e de crescente
importancia em outros cultivos de expressiva representatividade no cenario agricola brasileiro
(SORIA et al., 2017; CORREA; CORDEIRO; OMOTO, 2019; GOMES; HAYASHIDA,
BUENO, 2020). Isto se deve principalmente a alta taxa reprodutiva do inseto, e devido a
selecdo de populac@es resistentes a inseticidas de uso comum, de modo de acdo neurotdxico —
amplo espectro, havendo casos documentados em varias populacbes no Brasil (SOSA-
GOMEZ; SILVA, 2010; BUENO et al., 2015; HADDI et al., 2016; SANTOS et al., 2016).

A problematica do uso de inseticidas neurotdxicos é amplamente explorada na
literatura, resumindo-se principalmente toxicidade aos organismos ndo alvo e humanos
(GOULSON, 2020). Dentro das alternativas de controle empregadas, 0s avancos na area de
controle bioldgico estdo sendo amplamente observados no Brasil. Na esfera do manejo
integrado de pragas, € importante avaliar a elegibilidade de inseticidas de diferentes modos de
acao para o controle de percevejos, de forma a minimizar o impacto no ambiente e em

organismos ndo-alvo, bem como manejar a resisténcia destas populagdes.

A determinacdo do status de uma praga depende em grande parte de seu potencial
reprodutivo, para estabelecimento de populagfes infestantes, i. e., que de fato causam danos
econémicos na cadeia produtiva (NAKANO; SILVEIRA-NETO; ZUCCHI, 1981). Sabe-se
que nos insetos o processo reprodutivo como um todo é regulado por uma série de fatores
fisiolégicos, como controle hormonal e homeostase fisiologica (RAABE, 1986;
SEIDELMANN et al., 2016).

O piriproxifem é um inseticida analogo de horménio juvenil (AHJ), apresentando o
modo de acdo primario sobre o desenvolvimento de insetos, especialmente na fase jovem.

Entretanto, sabe-se que o hormonio juvenil (HJ) possui uma ampla atividade na regulacéo de
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diferentes processos, variavel de acordo com diferentes espécies e até mesmo entre fémeas e
machos. As implicacdes de piriproxifem sobre os diferentes mecanismos de acdo do HJ,
contudo, ainda ndo sdo completamente entendidas; sabe-se, contanto, que este inseticida ndo
se limita a desregular apenas o desenvolvimento de insetos no estagio juvenil, sendo
observados efeitos negativos em todas as fases de desenvolvimento de diversas espécies de

Insetos-praga, inclusive E. heros.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a acdo de piriproxifem sobre aspectos

bioldgicos, morfo-fisiologicos e variacbes de micro-elementos na hemolinfa de E. heros.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 PERCEVEJOS FITOFAGOS

2.1.1 Aspectos Gerais

A fitofagia (herbivoria), diferente do que se acredita, ndo surgiu durante o periodo
Carbonifero, cerca de 350 milhdes de anos (PIZZAMIGLIO-GUTIERREZ, 2009), mas
anteriormente, durante o inicio do periodo Devoniano, em relativo pouco tempo (torno de 20
milhGes de anos) apos o0 surgimento das primeiras plantas terrestres, e € atribuida inicialmente
aos artropodes, especialmente Miriapoda e Hexapoda (LEBANDEIRA, 2007; LEBANDEIRA
etal., 2014).

Esta condicdo foi desenvolvida gragas a caracteristica autotrofica e de elevado
potencial nutritivo de partes vegetais, sendo que sdo fontes de toda forma de aminoacidos
conhecida, aléem de complexas moléculas vitais, caracteristicas essenciais para a coevolucao
entre esses individuos (POELMAN; DICKE, 2014; SCHATZ; SAUVION; KJELLBERG,
2017).

Cada tipo de inseto desenvolveu uma preferéncia alimentar a determinadas espécies
vegetais, das quais obtém grande parte de suas necessidades nutricionais pelo menos numa
fase de seu desenvolvimento (GULLAN; CRANSTON, 2014). Os casos de herbivoria sdo tdo
evidentes e comuns entre 0s insetos que sdo muito raras as condi¢cdes em que uma planta ou
algumas de suas partes estejam livres da acdo desses organismos em um ambiente natural
(BONAVENTURE, 2014).

Os percevejos verdadeiros (Hemiptera: Heteroptera) formam uma subordem com
cerca de 40.000 espécies descritas, sendo que uma parte destes insetos tem importancia na
agricultura de todo mundo, como os percevejos fitdfagos que causam danos econémicos em
determinados niveis populacionais (DOLLING, 1991), mas também pelos predadores naturais
de pragas, que por sua vez desenvolveram caracteristico comportamento de fitofagia apenas
como medida suplementar de necessidades nutricionais (COLL; RUBERSON, 1998;
TORRES; BOYD, 2009).

O aparelho bucal de percevejos, assim como em toda ordem Hemiptera, é do tipo
sugador labial, desenvolvido para sucgdo de seiva, sangue ou hemolinfa de outros insetos
(TRIPLEHORN; JOHNSON, 2015), através de um estilete aprimorado, de formacéo

complexa entre mandibulas e maxilas, na qual possuem canaliculos individuais para insercao
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de saliva e aporte de seiva (TODD; HERZOG, 1980; CHAPMAN; SIMPSON; DOUGLAS,
2013; COHEN, 2015). O ponto de insercdo final do estilete é no parénquima do tecido
vegetal, sendo que a saliva injetada pode ser rica em metabolitos fitotoxicos e analogos de
fitormbnios, como o &cido indolacético, além de enzimas digestivas que auxiliam a
elaboracdo do material nutritivo aproveitado (HORI, 2000 apud PANIZZI; SILVA, 2009).
Segundo Panizzi e Lucini (2017), com base em diversos estudos, 0s percevejos pentatomideos
(Hemiptera: Pentatomidae) s@o os de maior importancia, principalmente por se alimentarem

de sementes de diversas plantas cultivadas.

A distribuicdo destes grupos € bastante dispersa nas regides tropicais, com presenca
também em zonas temperadas, de acordo com a espécie vegetal cultivada e seu zoneamento.
Isto é de grande importancia para determinacdo da presenca destes seres como pragas,
principalmente pelo aspecto bioldgico da diapausa (DOLLING, 1991; SAULICH;
MUSOLIN, 2012), periodo no qual o inseto diminui consideravelmente seus processos
metabolicos frente as adversidades climaticas do ambiente (CHAPMAN; SIMPSON;
DOUGLAS, 2013).

No Brasil, as condicGes de desenvolvimento da paisagem agricola desde o Neolitico
foram favorecidas pela riqueza da regido entre os biomas das florestas Amazonica e Atlantica,
0 que nos ultimos séculos influenciou a rapida ocupacao para pastagens e cultivo de grandes
commodities, como soja, milho, algoddo, entre diversas outras (FEARNSIDE, 2001;
CARVALHO; MARCO JR; FERREIRA, 2009). Desta forma, populacdes de percevejos
foram beneficiadas para o alastramento no territério do Cone Sul neotropical (SOARES et al.,
2018).

Dentre as culturas de maior destaque, a soja tornou-se o cultivo mais expressivo no
Brasil, representando 57% da area agricola total, com uma producdo estimada em torno de
115 milhdes de toneladas, na safra 2020/21 (CONAB, 2021). Apesar da alta
representatividade econdmica, o resultado do dominio desta commodity foi a fragmentacédo de
areas naturais, fatores importantes para o estabelecimento inicial de pragas como 0s

percevejos da familia Pentatomidae (Hemiptera).

Para Panizzi e Lucini (2017), a presenca de percevejos em varias localidades é cada
vez mais evidente, ndo somente em plantas cultivadas, mas também em plantas hospedeiras
alternativas, o que permite a ocorréncia e dispersdo destas especies, em um periodo

precedente a diapausa, durante o inverno em regides de climas bem definidos.
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2.1.2 Importancia E Danos

Na familia Pentatomidae, as subfamilias Pentatominae e Edessinae possuem
representantes exclusivamente herbivoros, e que, de maneira geral, se caracterizam como

pragas, principalmente os do primeiro grupo(PANIZZI; LUCINI, 2017).

Ao se alimentar, estes insetos causam mdaltiplas perfuracbes na célula e ali
provocando um ponto de necrose do tecido vegetal, pela caracteristica fitoquimica da
composicao da saliva (HORI, 2000), além de manter uma porta de entrada para a infeccéo por
patogenos (MILES, 1972; PANIZZI; SILVA, 2009). A nivel populacional, em um
agroecossistema equilibrado, em que medidas de controle ainda ndo foram aplicadas, isso
pode se tornar economicamente significativo,tendo em vista o nivel de especificidade do
inseto com a planta cultivada(NAKANO; SILVEIRA-NETO; ZUCCHI, 1981).

O potencial de proliferacdo destes insetos € um dos principais motivos pelos quais
sdo pragas importantes. Nos Estados Unidos, a praga urbana e rural HalyomorphahalysStal
(Hemiptera: Pentatomidae), que ataca diversas culturas, como milho, soja, feijdo, frutiferas e
horticolas (MCPHERSON; MCPHERSON, 2000), se alastrou de 17 para 41 estados entre
2010 e 2014 (HOLTZ; KAMMINGA, 2010; BITTEL, 2014). No Brasil, o crescimento dos
cultivos de soja e milho foram decisivos para o “estouro” de percevejos-praga, como 0
marrom-neotropical Euchistus herosFabr., o verde Nezaraviridula L., o verde-pequeno
PiezodorusguildiniiWestwood, e o barriga-verde Dichelopsmelacanthus Dallas, entre outros
(SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010).

A grande proliferacéo, aliada ao potencial de redugéo de viabilidade e aumento das
condicGes favoraveis e ao surgimento de doencas das sementes ou plantulas atacadas fazem
desses insetos-praga de importante impacto econémico, principalmente no Brasil. As regies
produtoras apresentam um clima favoravel ao desenvolvimento dos insetos, que também se
aproveitam muitas vezes do sistema de plantio adotado (CHOCOROSQUI; PANIZZI, 2004) e
da presenca de espécies invasoras e hospedeiras alternativas (MEDEIROS; MEGIER, 2009;
SILVA, 2009).

Em diversas regides agricolas do Brasil, 0s percevejos também apresentam casos de
populacdes de expressiva resisténcia a inseticidas geralmente mais toxicos e impactantes no

agroecossistema, como 0s produtos neurotdxicos, sendo isso um fator que agrava os danos
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desses insetos em diversas lavouras, pois aumenta a dificuldade de controle e 0 nimero de
aplicacdes durante as safras (SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010).

2.1.3 Percevejo Marrom-Neotropical

O percevejo E. heros surgiu como uma praga secundéria na cultura da soja, porém,
foi relatado no final da década de 1970 como uma praga em crescente importancia no Brasil
por diversos autores (CORREA et al., 1977). A extrema adaptabilidade com o hospedeiro e o
clima da regido Neotropical favoreceram o seu estabelecimento como atual principal praga da

soja no Brasil.

Esta adaptabilidade é devida em parte pela sua eficiente capacidade reprodutiva. O
inseto leva em torno de 30 a 40 dias para atingir o estagio adulto, dependendo do tipo de
alimento, e a fémea adulta pode ovipositar até 130 ovos durante o seu desenvolvimento.
Portanto, seu ciclo € relativamente rapido e possui elevado potencial reprodutivo,
considerando a viabilidade das ninfas e as condigdes presentes nas culturas a campo (COSTA,
BORGES; VILELA, 1998).

Apds a sua atividade na cultura da soja, em que E. heros pode produzir até trés
geracdes estratificadas em niveis populacionais comuns, o inseto ainda pode gerar uma quarta
geracdo em plantas hospedeiras alternativas, como os relatados por Corréa-Ferreira e Panizzi
(1999), viz. EuphorbiaheterophyllaL. (Euphorbiaceae), AcanthospermumhispidumDC.
(Asteraceae), Helianthusannuus L. (Asteraceae) e Cajanuscajan(Fabaceae), além de

representantes menos comuns de outras oito familias botanicas (PANIZZI; LUCINI, 2017).

O nivel de controle adotado para E. heros para soja é de um (para producdo de
sementes) a dois percevejos maiores que 0,5 cm (producgdo de gréos) por metro avaliado
(BUENO et al.,, 2013). Estes niveis sdo determinados de maneira a se obter a melhor
adequacao, considerando entre outras coisas 0 avanc¢o da tecnologia, e. g., desenvolvimento
de novas cultivares. Entretanto, os valores estabelecidos continuam se mantendo constantes
para E. heros na soja (BUENO et al., 2015), e sdo eventualmente analisados para outros
cultivos de grande importancia (SORIA et al., 2017; GOMES; HAYASHIDA; BUENO,
2020). PopulagGes infestantes acima destes niveis causam prejuizos econdmicos, devido aos
danos associados as estruturas de frutificacdo, acarretando perda de qualidade de gréos e
subproduto, e de produtividade (HORI et al., 2002; PANIZZI; LUCINI, 2017)
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Outra cultura de grande destaque em que E. heros surge em crescente importancia é
0 algod&o. Isto ocorreu em parte devido as integracbes bem-sucedidas no controle do bicudo-
do-algodoeiro AnthonomusgrandisBoheman (Coleoptera: Curculionidae), o que diminuiu o
uso de pesticidas de amplo espectro e permitiu o alastramento do percevejo nas areas (SORIA
etal., 2017).

Em algoddo, ninfas e adultos de percevejos podem atacar desde o inicio do
florescimento até a fase final de enchimento de macas (SIEBERT et al., 200) sendo que
plantas atacadas nos estagios finais do florescimento podem apresentar abscisdo de capulhos
menores que 25 cm de didmetro e consequente reducdo de producdo final (SORIA et al.,
2017).

Para o controle de E. heros, o uso de estratégias baseadas no Manejo Integrado de
Pragas (MIP) pode ser uma solucdo adequada para reduzir as populacdes infestantes. Este
sistema foi sugerido por Hoskins, Borden&Michelbacher (1939) e enfatizado no final da
década de 1950, em um trabalho relacionando as medidas de controle quimico e bioldgico em
conjunto contra o afideo TerioaphismaculataBuckton (Hemiptera: Aphidae) (STERN et al.,
1959). Antes disso, relatos sobre o uso conjunto de controle quimico e biologico eram
escassos (HOROWITZ; ELLSWORTH; ISHAAYA, 2009). Seguindo o conceito fundamental
da integracdo de métodos de controle em harmoniosa utilizacdo para reducdo dos danos de
pragas a determinada cultura em um agroecossistema (KOGAN, 1998), as diferentes medidas
gue podem ser adotadas na tomada de decisdo sempre precedem o uso de controle quimico.
Entretanto, quando essas medidas ja ndo sdo eficientes, o uso de inseticidas deve ser
considerado no MIP (METCALF, 1994), desde que apresentem caracteristicas especificas de
seu mecanismo de a¢do, como seletividade a organismos benéficos (VIEIRA et al., 2012;
FONSECA et al., 2015) e ndo insetos (SANCHEZ-BAYO; TENNEKES, 2013).

2.2 ASPECTOS REPRODUTIVOS

2.2.1 Sistema Reprodutor Feminino

No que se refere a pragas agricolas e protecdo de culturas, estudos com sistemas
reprodutores dos insetos sdo essenciais, pois sdo capazes de determinar o status individual e
populacional. Estudos com o objetivo em reproducdo de insetos sdo essenciais para o
desenvolvimento de estratégias de controle (VAN LENTEREN, 1999).
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Para um panorama mais generalizado, é possivel apresentar caracteristicas que
definem um modelo padrdo de sistema reprodutor, para maior compreensdo do assunto
(GULLAN; CRANSTON, 2014).

O sistema reprodutor feminino consta, basicamente, de um par de ovarios, dois
ovidutos laterais que se juntam em um oviduto comum (ou mediano), sendo que este Ultimo
continua até a camara genital (ou bursacopulatrix) e, por fim, a vagina. Além disso, existe
uma série de estruturas que possuem diversas funcdes, como a espermateca, que recebe e
armazena 0s espermatozoides até o momento propicio da fecundacdo, e as glandulas
acessorias, cujas principais funcbes sdo associadas a protecdo e fixagdo dos ovos ao substrato
de recepcdo (SNODGRASS, 1998; GULLAN; CRANSTON, 2014).

Os ovérios situam-se acima ou lateralmente ao intestino médio, e cada um consiste
em um variado numero de ovariolos, interligados terminalmente por seus filamentos.
Proximalmente, os ovariolos estreitam-se em pedicelos, que juntos formam o célice e
conectam-se aos ovidutos laterais (CHAPMAN; SIMPSON; DOUGLAS, 2013).

Existem dois tipos basicos de ovariolos: panoistico e meroistico. Nos primeiros 0s
ovos se desenvolvem diretamente a partir de odcitos que se desenvolvem no germario. Nos
ovariolos meroisticos, as células do germaério se diferenciam em células nutridoras (trofécitos)
e oocitos, sendo que a funcdo dos trofécitos € fornecer conteldo nutritivo necessario ao
desenvolvimento do odcito. Para este tipo de ovariolo pode existir duas condi¢des diferentes:
ou as células nutridoras permanecem na regido do germario e fornecem o contedo para 0s
odcitos em desenvolvimento no vitelario através de longas projecdes citoplasmaticas, no
chamado ovariolomeroisticotelotréfico, ou um grupo de trofécitos permanece intimamente
associado e guarnecendo cada o6cito em desenvolvimento junto ao vitelario, no
ovariolomeroistico tipo politréfico (GULLAN; CRANSTON, 2014).

Em Hemiptera, os ovariolos sdo meroisticostelotroficos (HUEBNER; DIEHL-
JONES, 1993; FORTES; SALVADOR; CONSOLI, 2011). Este tipo ¢ altamente
desenvolvido nos insetos, e permite que substratos nutritivos que sdo essenciais para o
desenvolvimento do o6cito sejam transportados através de um tecido conjuntivo tréfico, que
se inicia com a diferenciagdo no troféario (regido apical do germario) e permanece ao longo do
desenvolvimento dos gametas (Figura 2.1). Ao longo disto, existe uma série de processos de
diferenciacdo celular e nuclear, citocinese incompleta com polarizacdo citoplasmatica
(distribuicdo de fusoma) e transporte microtubular envolvido (HUEBNER, 1981; KING;
CASSIDY; ROUSSET, 1982).
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O ovariolotelotréfico possui uma alta especificacdo, e é mais basal do que os
ovariolos meroisticospolitroficos. Geralmente, a formacao de células nutridoras é muito maior
do que a producdo de odcitos (CHAPMAN; SIMPSON; DOUGLAS, 2013), normalmente
iniciando-se em uma razao de 15:1 devido a quatro divisdes iniciais de células somaticas do
germério (NATION SR., 2016). Isto leva ao desenvolvimento de tecidos extra-embrionarios
em quantidade intermediéria, i. e., 0 tecido ndo aproveitado para o desenvolvimento larval
(LYNCH; ROTH, 2011). Por esta razdo, estes insetos requerem uma quantidade significativa
de energia para a formacdo e desenvolvimento dos ovariolos e seus componentes para
compensar a alta taxa proliferativa observada em algumas familias, como Pentatomidae
(WITTMAYER; COUDRON; ADAMS, 2001).

As células nutridoras sdo essenciais para o odcito, pois sdo elas que garantem
nutrientes necessarios no inicio de sua formacéo. No vitelario, 0s 06citos iniciam 0 processo
de aproveitamento de nutrientes diretamente da hemolinfa (pré-vitelogénese) através de
permeabilidade de membrana do epitélio folicular (RAIKHEL; DHADIALLA, 1992).

O desenvolvimento dos ovos leva, entdo, ao processo de juncdo de gametas, onde
ocorre efetivamente a fertilizacdo dos ovos desenvolvidos pelo esperma do macho, através do
processo de reproducao sexuada. Este tipo € 0 mais comum entre os insetos, e pode ocorrer de
maneiras diversas, devido principalmente a enorme diversidade dessa classe, envolvendo
etapas complexas como aglomeracdo, selecdo sexual e corte, comportamento de cépula e
armazenamento de esperma (GULLAN; CRANSTON, 2014).

Em Heteroptera, os ovariolos sdo divididos em quatro regides principais: o filamento
terminal filamentoso, que forma uma reticula sustentando o 6rgéo reprodutor pelo térax; o
germario, local onde ocorre a diferenciacdo e permanéncia das células nutridoras; o vitelario,
porcdo mais desenvolvida em que 0s odcitos em maturacgdo se dirigem; e o pedicelo, regido de

liberacdo dos od6citos maduros para a fecundacéo.
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Figura 2.1 — Desenvolvimento de um ovariolomeroisticotelotréfico de Hemiptera. a-c:
células em processo de diferenciacdo no germario; d: esquema de um ovariolo com odcitos
em diferentes estagios de maturacdo. Adaptado de Chapman, Simpsom e Douglas (2013).

2.2.2 Sistema Reprodutor Masculino
O sistema reprodutor masculino consiste de um par de testiculos, podendo ou nédo ser

fundidos, sendo esses casos mais comuns em Lepidoptera (CHAPMAN; SIMPSOM;
DOUGLAS, 2013), e cada um consiste em uma série de tubulos ou foliculos testiculares,
responsaveis pela formacdo do espermatoforo. Os foliculos podem variar em ndmero,
podendo ser unicos (e.g.: na subordem de coledpteros Adephaga) até mais de 100 (e.g.:
Orthoptera), possuem uma fina membrana individual de composigdo epitelial, com duas
camadas de células no tecido conjuntivo interno, e na maioria das vezes sao unidos por um
tecido, denominado por alguns autores como peritoneal (ASSIS et al., 2019), e neste trabalho

adotado a terminologia detunica externa.

Os foliculos testiculares séo as divisdes do testiculo, homologos aos foliculos

ovarianos, i. e., sdo os sitios da gametogénese nos machos. Uma particularidade & que as
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células da linhagem germinativa, diferentemente dos vertebrados e outros invertebrados, sao
compartimentadas em cistos e divididas em trés zonas diferentes (Figura 2.2). Cada zona
compreende uma etapa de desenvolvimento do gameta, partindo da porcéo apical denominada
germario, onde as células apicais se diferenciam em espermatogonia e células cisticas. Esta
espermatog6nia passa entdo a dobrar a quantidade de material e surgem o0s espermatdcitos,
ainda na zona de crescimento, para realizar o processo de meiose na proxima etapa. Na zona
de maturacdo e reducdo, ap6s a divisdo meidtica dos espermatocitos comeca a ocorrer o
processo de transformacdo (espermiogénese), ja na etapa final, onde surge primeiro as
espermatides e, apds isto, finalmente formam-se os cistos de espermatozoides (CHAPMAN;
SIMPSON; DOUGLAS, 2013).

Cada foliculo testicular pode apresentar um canaliculo individual na regido distal, 0s
vasos eferentes, que em conjunto possuem a funcdo de guarnecer os vasos deferentes
(vasdeferens, ou vasa deferentia no plural) com o espermatozéide recém produzido. Estes, por
sua vez sao responsaveis por interligar os dois testiculos, e mais distalmente apresenta uma
dilatacdo conhecida como vesicula seminal, e encerram em um duto ejaculatério e, por fim, ao
pénis (SNODGRASS, 1998; NATION SR., 2016).

GERMARIO ZONAI ZONAIl ZONAII
Crescimento Maturagéo e Transformagéao
redugao

\( ,.;ét_li_f

Tunica
propria

CELULA APICAL

e
CE\‘JS»‘
ESPERMATOGONIA  ESPERMATOCITOS MEIOSE ESPERMATIDES ESPERMATOZOA

Figura 2.2 — Esquema generalizado representando um foliculo testicular de insetos. Adaptado
de Chapman, Simpsom e Douglas(2013).

Entre as funcdes das gdnadas sexuais masculinas no atributo funcional do sistema
reprodutor, as principais sdo armazenamento de espermatozoides e sintese de material
nutritivo e substancias funcionais, como proteinas e hormonios, que deverdo ser transportados
para as fémeas no momento da copula (SNODGRASS, 1998; PONDEVILLE et al., 2008).
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2.2.3 Fisiologia Da Reproducéo
Em insetos, a reproducdo bem sucedida é alcancada com o equilibrio de fatores

ecoldgicos e a efetiva regulacdo interna dos individuos envolvidos. Intrinsecamente, isto é
altamente dependente da acdo de fatores regulatdrios, principalmente por peptideos e
horménios lipofilicos que atuam direta ou indiretamente nos oOrgdos sexuais (VAN
WIELENDAELE; BADISCO; BROECK, 2013).

O horménio juvenil (HJ) é um composto naturalmente biossintetizado pela glandula
retrocerebral pareada corpora allata (CA), e possui uma estrutura quimica peculiar e
especifica para os insetos (NORIEGA, 2014). O HJ possui acdo primaria altamente
regulatéria e generalizada, atuando sobre o desenvolvimento morfogenético,
protoracicotrépico e gonadotropico (LI; JIA; L1, 2019). A regulacdo reprodutiva de fémeas e
machos depende da interacdo de HJ com ecdisterdides, que por sua vez sdo horménios que
modulam a ecdise e possuem estrutura quimica bastante similar ao colesterol. De fato, as vias
de sintese dos principais ecdisterdides utilizam o colesterol adquirido pela dieta (AMEKU et
al., 2017).

Inicialmente, dentro do aspecto de desenvolvimento, o equilibrio entre HJ e
ecdisterdides é o que determina a condi¢do da passagem larval, isto €, uma maior quantidade
de HJ circulante relativamente a concentracdo de ecdisteroide determina uma passagem de
estagio normal ou muda (larva-larva), e uma maior concentracdo de ecdisterdide determina
uma passagem metamorfica (larva-pupa/adulto) (SMITH; RYBCZYNSKI, 2011). Niveis
harmonicos de concentracdo destes hormonios influenciam a qualidade sexual do individuo

adulto.

Dentro do aspecto reprodutivo, HJ e ecdisterdides possuem um papel bastante
importante para a sintese de vitelogenina (BELLES; MAESTRO, 2005), porém isto ¢ variavel
de acordo com o grupo taxonémico: alguns insetos dependem somente de HJ para a ativacao
de genes da vitelogenina, e.g. Dictyoptera, Orthoptera, Hemiptera e alguns Coleoptera; outros
utilizam tanto HJ quanto ecdisteroides para esta ativacdo, especialmente Lepidoptera e alguns
Coleoptera; por fim, grande parte de Diptera (principalmente Nematocera) sdo dependentes de
ecdisterdide para sintese de vitelogenina, entretanto, mesmo nestes grupos o HJ é fator
estimulante de sintese vitelogénica, principalmente devido a sua atividade sobre o corpo
gorduroso (TUFAIL et al., 2014).
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A CA possui intensa inervacdo proveniente do cérebro, que, portanto, possui papel
central sobre a regulacdo da sintese de HJ (NORIEGA, 2014). A denervacao da glandula pode
levar a uma producdo descontrolada de HJ em pupas de Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae)
(AREIZA et al., 2015). Similarmente, em DiplopterapunctataEschscholtz (Blattodea:
Blaberidae) machos implantados com odcitos basais, a vitelogénese foi continuada apenas em
insetos desnervados, o que foi associado com uma intensa producdo de HJ pela CA (HASS;
CASSIAS; WOODHEAD, 2003). Além da producéo pela CA, o HJ também é presente na
glandula acesséria do sistema reprodutor masculino, e é normalmente transferido para as
fémeas no momento da cépula. Entretanto, ndo se sabe ainda se o horménio é produzido ou

apenas sequestrado e armazenado nas glandulas acessorias (RIVERA-PEREZ et al., 2020).

Outros peptideos que atuam sobre a regulacdo do corpo gorduroso sdo 0s compostos
horménio adipocinético (AKH, do inglés adipokinectichormone) e hormonio
hipertrehalosémico (HTH, do inglés hipertrehalosemichormone), que mobilizam metabolitos
do corpo gorduroso em fungdo de uma demanda energética (MARCO; GADE, 2020). Estes
peptideos sdo regulados por enzimas dependentes de zinco (ACE-like, do inglés
angiotensinconvertingenzyme-like), que nos insetos possuem a funcdo de fragmentar
peptideos de cadeia curta, e sdo presentes principalmente nos érgdos sexuais (ISAAC et al.,
2017). Apesar da complexa atividade de AKH/HTH sobre o corpo gorduroso, a sua inibi¢éo
normalmente ndo afeta o atributo reprodutivo dos insetos, possivelmente por existir um
mecanismo compensatorio para a mobilizagdo dos metabdlitos energéticos (GADE; MARCO,

2013). O HJ, portanto, possui uma acéo direta sobre este mecanismo.

Outros hormonios podem atuar sobre o sistema reprodutor dos insetos. As
neuroparsinas sao hormonios produzidos no complexo cerebral parsintercerebralis-corpora
cardiaca, e sua principal funcdo é regular o desenvolvimento dos testiculos (BADISCO et al.,
2007). Este neuropeptideo de cadeia longa age como antagonista do hormonio juvenil
(GIRARDIE et al, 1987). Em fémeas, neuropeptideos estruturalmente similares a
neuroparsinas sdo conhecidos como horménio ecdisteroidogénico ovariano (OEH, do inglés
ovarianecdysteroidogenichormone), e atuam como fatores estimulantes de ecdisterdide e
regulam a oogénese (LENAERTS et al., 2019). A atividade enddcrina das neuroparsinas na
gonado-regulacdo em insetos machos e fémeas foi e continua sendo objeto de estudo para
analise de inseticidas peptidicos sintéticos (DE LOOF et al., 2001; NASSEL;
ZANDAWALA, 2019).Em virtualmente todos os insetos, o HJ possui um papel central de

importancia sobre este sistema, e as analises sobre sua atuacao e ativagdo de seus receptores
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sdo e deverdo ser conduzidas para estudos que objetivam a atividade reprodutiva,
especialmente de insetos pragas.

Em suma, é possivel idealizar um modelo generalizado em relacdo a atividade dos
principais componentes hormonais e peptidicos sobre o desenvolvimento reprodutivo em

insetos (Figura 2.3).
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Figura 2.3 — Modelo esquematico generalizado sobre a regulacédo fisiol6gica da reproducéo
em insetos. Setas pretas representam regulacdo; setas vermelhas representam inibicao; setas
tracejadas representam rotas especificas para machos.Pl: parsintercerebralis; Ns: células
neurossecretoras; CC: corpora cardiaca; CA: corpora allata; GPt: ganglio protoracico;
PTTH: hormonio protoracico tropico;, AKH/HTH: horménio adipocinético/hormonio
hipertrealosémico; HJ: hormdnio juvenil; Ec: ecdisterdide; OEH: horménio
ecdisteroidogénico ovariano; ACE-like-Zn: enzima similar a conversora de angiotensina
associada a zinco; L: fase larval; P/A: pupa/adulto. Adaptado de Bellés& Maestro (2005),
Badisco et al. (2007), Smith &Rybczynski (2011), Isaac et al. (2017), Li et al. (2019) e
Lenaerts et al. (2019).
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2.3 INSETICIDAS

Existem diversos problemas atribuidos ao emprego de inseticidas como técnica
majoritaria no controle de insetos-pragas. Muitas das consequéncias do uso no passado ja
foram amplamente investigadas (DEVINE; FURLONG, 2007; NICOPOULOU-STAMATI et
al., 2016; UPADHAYAY et al., 2020), e nos dias de hoje ainda se trata de um assunto de

grande importancia na esfera agronomica e social.

Os organismos que ocupam e participam do ecossistema em que estes compostos
quimicos sdo liberados, acidentalmente ou propositalmente, possuem uma limitada
capacidade de adaptagdo aos impactos agudos destes compostos, principalmente levando em
conta a natureza complexa do produto (COLLINS et al., 2020). Sobretudo, o acentuado uso
de pesticidas — bem como farmacos e compostos quimicos utilizados em industrias modernas
— resultou no acimulo de um nimero de compostos complexos amplamente espalhados na
biosfera (BERNHARDT; ROSI; GESSNER, 2017).

A maior parte dos inseticidas responsaveis por esta contamina¢do sdo compostos
neurotoxicos, que apresentam um grande espectro de acdo, tendo em vista que diversos
animais compartilham o design neural basico em que se concentra 0 modo de acdo destes
produtos. Neonicotindides sdo os inseticidas mais utilizados no mundo (SANCHEZ-BAYO;
TENNEKES, 2020), sendo aplicados na forma de tratamento de sementes ou pulverizacéo de
culturas e fruticolas diversas (JESCHKE et al., 2011), com amplo espectro de atuacdo em
organismos terrestres (PISA et al., 2015) e alta lixiviacdo e contaminagdo de corpos d’agua
(MORISSEY et al., 2015).

Os aspectos quimicos de diversos inseticidas sdo motivo de preocupacao com relacéo
a dieta, sendo que estes compostos sdo altamente biomagnificados na cadeia alimentar e
evidenciados em amostras teciduais em diversos organismos (NOUGADERE et al., 2011;
SAHIN; USKUN; NAYIR, 2017; TANG et al., 2018).

Por fim, o emprego de inseticidas afeta uma série de insetos benéficos e néo-
maléficos. O uso intensivo destes compostos é citado com um dos responsaveis pelo declinio
da diversidade da entomofauna mundial, especialmente insetos de grande importancia como
polinizadores, revolvedores de matéria organica e espécies aquaticas (SANCHEZ-BAYO;
WYCKHUYS, 2019). Outros artropodes benéficos também séo prejudicados com a aplicacéo
intensiva de inseticidas, especialmente neurotoxicos (MOKRY; HOAGLAND, 1990;
FOUNTAIN et al., 2007; MABUBU et al., 2017).
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A integracdo de uma série de fatores, colocados em pratica no momento da
intervencdo para controle de uma praga em determinado local, no que se refere apenas ao
manejo quimico, pode ser uma alternativa para a minimizacdo desta série de problemas
oriundos do uso intensivo de compostos quimicos. Um dos assuntos modernos € o que define
as praticas biorracionais de controle quimico (GUERRERO; ROSELL, 2005; PALLI, 2009;
KHATER, 2011).

Os fatores em questdo fazem parte de um modelo sistematico com o objetivo de
minimizar o impacto negativo de um inseticida sobre o ecossistema, em um primeiro nivel
pensando em seletividade a mamiferos (ROSELL et al., 2008), mas que em um grau mais
aprofundado também se aplica a protecdo de outros seres vivos e seu habitat, como
organismos aquaticos, invertebrados e microrganismos do solo e agua, e finalmente aos
insetos ndo-alvo e entomofauna benéfica (HOROWITZ; ELLSWORTH; ISHAAYA, 2009).

Alguns autores, ao passo que defendem a atividade de um inseticida biorracional e
sua importancia para a defesa vegetal e MIP, limitam a definigdo destes compostos a produtos
de origem bacteriana (COUCH; ROSS, 1980) ou semioquimicos e extratos botanicos
(biopesticidas) (ROSELL et al., 2008). Entretanto, o termo foi introduzido no final da década
de 1970 (JOHNSON, 1979; MENN; HENRICK, 1981) para se referir ao emprego de
compostos quimicos, sintéticos ou extratos vegetais, primariamente feromonios, esterilizantes

e inseticidas desreguladores de crescimento (IDCs).

Dentro do contexto moderno de protecdo de culturas, o conceito foi reformulado e
abrange ndo somente as varias classes inseticidas com modos-de-acdo diferentes de
inseticidas de alta toxicidade ao ambiente, como os inseticidas de amplo espectro
neurotoxicos (LIU; STANSLY, 1995; ISHAAYA; KONTSEDALOV; HOROWITZ, 2005;
RIMOLDI; SCHNEIDER; RONCO, 2008; PALLI, 2009; SARWAR, 2015; SABRI et al.,
2017), mas também a forma de se empregar estes compostos, e. g. avaliacdo de histérico de
pragas em determinada area, reducdo consciente das dosagens e avaliacdo de niveis de danos
econémicos de acdo (HOROWITZ et al., 2005).

2.3.1 Regulagdo Fisiologica De Piriproxifem
Os inseticidas que atuam no sistema hormonal de insetos, definidos por Williams

(1967) como inseticidas de terceira geracdo, e também conhecidos como inseticidas
desreguladores de crescimento (IDCs) (DHADIALLA; RETNAKARAM, SMAGGHE,
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2005), tiveram base nos estudos de determinacédo de HJ de alguns insetos, como os trabalhos
pioneiros citados por Ramaseshadri, Farkas&Palli (2012), em que puderam ser determinados
trés tipos: o HJ-1 (ROLLER et al., 1967); HJ-1l (MEYER et al., 1968); e HJ-11l (JUDY et al.,
1973). Os estudos relatam moléculas de configuracdo sesquiterpenoide néo-ciclico, cuja
atividade sobre os insetos seria a regulacdo da maturidade em insetos juvenis. Além do HJ, os
ecdisteroides também foram modelos para o desenvolvimento de outros IDCs (PENER,;
DHADIALLA, 2012).

Piriproxifem € um IDC da classe dos analogos do hormdnio juvenil (AHJ), isto é,
atua primariamente na competicdo com HJ pelo sitio de ligacdo em receptores especificos,
desencadeando uma cascata de reacGes secundarias e terciarias que afetam a regulacdo do
desenvolvimento geral e especifico, especialmente sobre os 6rgdos reprodutivos, formacao e
regulacdo do corpo gorduroso, mecanismos de inducdo e quebra da diapausa, atividades
comportamentais e resposta a estresse, e determinacdo do status quo nos insetos de modo
geral e de castas em insetos eussociais (HARTFELDER, 2000; BERGER; DUBROVSKY,
2005; GOODMAN; CUSSON, 2011; DENLINGER; YOCUM; RINEHART, 2012; JINDRA
etal., 2015).

Em insetos, o sistema nervoso central possui 0 cérebro como comando geral e um
namero varidvel de ganglios que percorrem a regido ventral do organismo, em um sistema de
gerenciamento local (TRUMAN, 1990). Uma das funcbes do cérebro é de regulacdo do
sistema hormonal, através de redes neurais especificas que interligam ganglios e glandulas
retrocerebrais de producdo e/ou armazenamento de horménios. O HJ é produzido por uma
destas glandulas, a corpora allata (CA), e distribuido pela hemolinfa, regulados por uma
intensa nervacgdo provenientes do cérebro e do ganglio subesofagico (GOODMAN, CUSSON,
2011).

A ultraestrutura presente na CA indica uma regido rica em reticulo endoplasmatico
liso, organela presente principalmente na fase juvenil dos insetos e praticamente ausentes no
estagio pupal, sendo, portanto, associada a sintese de HJ (SEDLAK et al., 1983). Os estudos
citados por Goodman e Cusson (2011) ainda indicam que a glandula ndo armazena o

hormonio, sendo que sua liberacdo ocorre imediatamente ap0s sua sintese.

Como o hormonio naturalmente produzido regula uma série de fungdes e aspectos da
morfologia funcional, o desenvolvimento de produtos analogos seria de grande importancia
no ambito de sintese de um inseticida. Desta maneira, os inseticidas analogos do horménio

juvenil (AHJ) foram produzidos sobre esse fundamento. Estudos sobre o desenvolvimento de
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tal composto foram realizados poucos anos ap6s a descoberta das moléculas do HJ, entre as
décadas de 1960 e 1970, sendo ainda considerados como IDC (RAMASESHADRI;
FARKAS; PALLI, 2012).

A biossintese do HJ € governada majoritariamente através da via do mevalonato,
especificamente na producéo do &cido farnesoico, que através de enzimas de metil-transferase
e epoxidase d&o origem ao HJ-111 (GOODMAN; CUSSON, 2011). Os modos de agdo como
um todo e as caracteristicas positivas que caracterizam o HJ como componente essencial para
0 desenvolvimento larval como um todo ainda ndo foram completamente elucidados.
Entretanto, sabe-se que estruturalmente as moléculas dos AHJ sdo similares as do HJ,
podendo, contudo, ter caracteristicas distintas, como compostos ciclicos (e.g.: piriproxifem e
fenoxicarbe) ou aciclicos (e.g.: metopreno), com a conformacdo padrdo do sesquiterpeno
(SLAMA, 1979).

Os estudos sobre a agdo de AHJs sobre o desenvolvimento de pragas séo diversos.
Os resultados geralmente s&o em fungdo da deformacdo dos insetos-alvo em virtude da
incapacidade de metamorfose, desregulada pela saturacdo dos receptores de HJ devido a
concentracdo dos produtos (ASHBURNER, 1970; AXTELL; DUKES; EDWARDS, 1979;
BANKS; WILLIAMS; LOFGREN, 1988; EL-SHAZLY; REFAIE, 2002; EVENDEN;
ARMITAGE; LAU, 2007; AGUERO; NEVES; CREMONEZ, 2014). Os produtos também
possuem acdo sobre a regulacdo normal dos érgdos reprodutores e na embriogénese (EVANS
et al., 1995; ZERA; BOTTSFORD, 2001; GHASEMI; SENDI; GHADAMYARI, 2010;
CREMONEZ et al., 2017).

Com AHJ, efeitos em morte celular programada foram observados na broca-do-
bambu OmphisafuscidentalisHampson (Lepidoptera: Crambidae), além de aumento dos niveis
de ecdisteroides na hemolinfa das larvas em diapausa, o que pode ter desencadeado processos
fisiolégicos complexos (MANABOON et al., 2012). Sabe-se, no entanto que o AHJ parece
atuar de alguma forma sobre o ultraespirdculo no complexo REc-USP, sitio de ligacdo de
ecdisdnio (GOODMAN; CUSSON, 2012), sendo ainda possivel que o produto atue, além da

acdo especifica, de modo indireto sobre os niveis de regulagdo hormonal de tais ecdisteroides.

A acdo destes compostos tem intensa relagdo com a atividade do HJ e, contudo, com
a regulacdo hormonal que este exerce sobre 0s processos de desenvolvimento dos insetos. Em
estudo com piriproxifem, o produto atuou negativamente sobre todas as etapas de
desenvolvimento de SchistocercagregariaForsskal (Orthoptera: Acrididae), desde a

oviposicdo, no desenvolvimento embrionario e pos-embrionario, até as etapas de metamorfose
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do acridideo (VENNARD et al., 1998). Os estudos anteriormente realizados com D.
melacanthustambém demonstraram a agdo ovicida e sobre o desenvolvimento do embrido
qguando a geracdo parental havia sido tratada previamente com piriproxifem (CREMONEZ et
al., 2017).

2.4 ANALISES FISIOLOGICAS DE INSETOS

QuantificacOes analiticas sdo importantes medidas para determinacdo de mudancas
fisioldgicas e muito utilizadas nas ciéncias 6micas (NOUZOVA et al., 2018; ZOGLI et al.,
2020).Na pratica, o desenvolvimento de bioensaios de alteracfes fisioldgicas em funcdo da
acdo de um agente externo necessita de uma analise sobre a necessidade de distinguir 0os sexos
como tratamentos distintos, uma vez que diferencas fisiologicas entre machos e fémeas sao
comumente observadas (GADE, 2002; DE LOOF, 2014; CREMONEZ et al., 2019;
ANDREAZZA et al., 2020).

2.4.1 Morfometria
Insetos sdo animais altamente especializados e exemplos de que a evolugéo

adaptativa é bem sucedida no que se refere ao seu tamanho. Este processo é conhecido como
miniaturizacdo, e é muito evidente na linha filogenética dos artropodes (MINELLI; FUSCO,
2019). De forma geral, a complexidade dos sistemas bioldgicos dos insetos € altamente
eficiente em um organismo completo e de tamanho altamente reduzido. Ao mesmo passo que
este processo resulta em uma ampla especiacdo, uma gama de variagdes é encontrada em
organismos da mesma espécie, sendo exemplos mais comuns os polimorfismos populacionais
e o dimorfismo sexual classico (BLANCKENHORN; MEIER; TEDER, 2007). De fato, sabe-
se que existem populacBes heterogéneas de E. heros ambientadas no territério Neotropical,
com caracteristicas genéticas que diferenciam linhagens em diferentes regides do Brasil
(SOARES et al., 2018). Entretanto, analises morfométricas sdo complementares as
morfologicas como ferramentas eficientes e acessiveis para distinguir diferentes grupos de

uma espécie.

A morfometria é o0 estudo estatistico da variacdo em relacdo ao tamanho e formato de
um objeto, e pode ser aplicada a praticamente todas as areas da ciéncia. Na area das ciéncias

bioldgicas, estudos sobre a biometria ja eram conduzidos desde meados do século XIX
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(ELEWA, 2010). Entretanto, os estudos sobre a variacdo de carcaca de gafanhotos em
diferentes fases (i. e. gregarios ou solitarios) realizados por Blackith (1957) representam uma
das primeiras abordagens efetivas de traduzir um complexo modelo biolégico em termos

quantitativos.

No estudo da morfometria, é possivel distinguir dois tipos basicos: a morfometria
tradicional, baseadas nos principios geométricos bésicos de medidas entre diferentes pontos,
normalmente utilizando a variacdo basica de um plano bidimensional, e. g. 0 comprimento
longitudinal de um inseto, a area do organismo ou um 0rgao, ou a distancia entre a insercédo de
um apéndice a outro (ELEWA, 2010); e a morfometria geométrica, apresentada por Rohlf&
Marcus (1993) como uma revolugdo no estudo morfométrico, que se baseia na diferenca de
forma entre determinado grupo e outro, seja no plano bi ou tridimensional, desconsiderando
medidas alométricas, ou seja, a variacdo de tamanho é desconsiderada nesta analise
(TATSUTA; TAKAHASHI; SAKAMARI, 2018).

As medidas morfométricas tradicionais sdo simples, sendo necessario o emprego de
ferramentas de medicdo como réguas, escalas ou compassos. A partir da tomada de dados, a
variacdo é facilmente observada utilizando o emprego de comparacdo metrica, relacdo
percentual, razdes e analises estatisticas especificas para a comparacdo entre os grupos de
estudo (ELEWA, 2010). Este tipo de analise € amplamente empregada no estudo de insetos,
principalmente para levar em consideracdo variagdes de tamanho entre 0s grupos
(DUJARDIN, 2008).

Em estudos de morfometria geométrica, os dados sdo registrados na forma de
coordenadas tomadas em pontos de referéncia morfoldgicos, denominados marcos
morfométricos (MMs) (ADAMS; ROHLF; SLICE, 2004). Pode-se verificar a sua adequacdo
em cobrir as estruturas de interesse por meio de uma exibicdo grafica dos marcos. Deste
modo, a partir da analise de marcos homdlogos entre os diferentes individuos da amostra, é
possivel analisar quais sdao os pontos onde as diferencas sdo mais expressivas e, por fim,
facilita a interpretacdo dos resultados na analise bioldgica; ndo é apenas possivel analisar se
existem diferencas nas formas de diferentes tratamentos, mas também que certas estruturas
especificas se moveram em relacéo a outras em fungdo deste tratamento (ROHLF; MARCUS,
1993). Adicionalmente, é possivel estender a aplicacdo da morfometria geométrica através da
digitalizacdo do contorno geral ou superficie de uma estrutura ou determinadas partes de uma
estrutura. Isto é possivel através da realizacdo de uma sequéncia de pontos digitalizados ao

longo do contorno que, por fim, é traduzido em vérias coordenadas quantitativas (DUJARDIN
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et al., 2014). As estimativas dos parametros da funcdo ajustada podem entdo ser usadas como

variaveis em anélises estatisticas uni e/ou multivariadas.

O uso de morfometria geomeétrica se mostra complementar ou mesmo fundamental
na discriminacao de espécies, estagios de desenvolvimento e tratamentos. Apesar de envolver
modelos matematicos complexos, a disponibilidade de programas auxilia na importacéo,
digitalizacdo e demais etapas do processo da analise morfométrica (DUJARDIN, 2008).

Seja tradicional ou geométrica, os estudos de morfometria sdo e devem continuar
sendo empregados como uma forma complementar e até mesmo mais eficiente que a anélise
subjetiva visual, como proposto por Mutanen&Pretorius (2007), uma vez que a utilizacdo de
mecanismos computacionais diminuem o erro amostral na andlise de variacdo e facilitam a

interpretacdo dos resultados finais.

Diversos aspectos da variacdo morfométrica sdo relacionados com a formacdo do
organismo biolégico em estudo, ou seja, o completo funcionamento de sua fisiologia
(ELEWA, 2010). Em insetos, é necessario, sobretudo, compreender os aspectos morfo-
fisioldégicos que podem estar atrelados com as varidveis morfométricas, visto que o

desenvolvimento destes seres tem completa influéncia sobre a forma final.

2.4.2 Elementos Inorganicos
Fisiologicamente, os insetos de forma geral podem necessitar de uma extensa

variedade de minerais em quantidades relativamente pequenas em sua nutri¢do, por exemplo,
ions metalicos que atuam como cofatores enziméaticos ou ainda como componentes auxiliares
de moléculas organicas estruturais (NATION SR., 2016).

Com excecdo dos elementos organicos de composicao (C, N, H e O), os elementos
inorganicos podem ser classificados em trés tipos diferentes, de acordo com a sua
concentracdo na matriz de analise: macro-elementos, que sdo os elementos quimicos de maior
concentracdo, muitas vezes estruturais (e.g.: S, P, Cl, Ca, K); micro-elementos, geralmente
parte de grupos prostéticos de ligagdo essenciais para o funcionamento de enzimas (e.g.: Ni,
Zn, Cu, Fe, Mo); e elementos trago, que basicamente sdo elementos residuais e que,
normalmente ndo possuem fungéo bioldgica (KABATA-PENDIAS, 2011).

Alguns elementos metalicos sdo essenciais como grupo prostético componente de

algumas proteinas conjugadas dependentes de suas propriedades, como transferéncia de
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elétrons (comum aos ions Fe, Zn, Cu, Ni, Mo e W) denominadas metaloproteinas (DOW,
2017). Portanto, estes elementos possuem relagdo direta, muitas vezes, com alteracbes no
metabolismo celular, na atividade mitocondrial e na atividade enzimatica em geral
(MARKLOVA, 2002; PROTASOVA et al., 2007).

O ferro (Fe) é o elemento mais comum entre as metaloproteinas, componente da
globinas e da proteinas Fe-S, possuindo diversas funcfes regulatorias (JOHNSON; SMITH,
2005), além de ser ion essencial da composicdo de enzimas importantes e bem diversas como
as catalases, hidrogenases e aconitases (DLOUHY; OUTTEN, 2013).

O zinco (Zn) € essencial como componente da enzima alcool desidrogenase
(MCKINLEY-MCKEE; WINBERG; PETTERSSON, 1991; DANIELSSON et al., 1994) e é
0 ion estabilizador dos dedos de zinco, que sdo componentes de nucleases e outros dimeros
essenciais nos organismos eucariotos (KLOWDEN, 2013; MARET, 2013).

Cobre (Cu) é componente das plastocianinas, importante para a cadeia de
transferéncia de elétrons em plantas (SOLOMON; GEWIRTH; COHEN, 1986), e aproveitado
por insetos na melanogenese, processo de escurecimento e endurecimento do exoesqueleto
(NORGATE et al., 2006). Cu também é componente de outras metaloenzimas, como a nitrito
redutase e a citocromo C-oxidase da mitocondria de uma vasta quantidade de organismos
(VEST; HASHEMI; COBINE, 2013).

Sabe-se também que alguns elementos metélicos (e.g.: Zn, Mn, Ca e Fe) encontram-
se presentes nas mandibulas de insetos herbivoros, como componentes que auxiliam a
resisténcia destes aparatos frente ao consumo de alimento (MORGAN et al., 2003; CRIBB et
al., 2008).

Os elementos inorganicos, em determinadas dosagens, ainda podem afetar o
desenvolvimento bioguimico e genético comum dos insetos. Estudos com nanoparticulas de
Ag em doses ndo-letais sobre Drosophila melanogaster Meigen (Diptera: Drosophilidae)
demonstraram que o material causa efeito de perda de pigmentacdo do exoesqueleto devido ao
sequestro de Cu, além de infertilidade e comprometimento do voo (ARMSTRONG et al.,
2013). Os mesmos insetos, tratados com NiSO4 e NiClzin vitro apresentaram diferenciages
do DNA normal de hemdcitos, demonstrando fatores mutagénicos e co-mutagénicos de Ni
sobre a mosca (CARMONA,; CREUS; MARCOS, 2011). Niquel também é relatado como
mecanismo de defesa de plantas hiperacumuladoras, que extraem o elemento do solo, contra
insetos herbivoros (BOYD; MARTENS, 1994; BOYD, 2009).
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Outros elementos, como Al, Co, Cr e Se também podem ser aproveitados por plantas
e apresentam toxicidade aos insetos, que passam a evitar essas hospedeiras (MEINDL ; BAIN;
ASHMAN, 2013; SCHOWALTER, 2016). Em fibras musculares de larvas de
XylotrupesdichotomusL. (Coleoptera: Dynastidae), os canais de rianodina que recebem ions
de Ca?* demonstraram permeabilidade aos elementos Mn, Cd, Zn e Be testados (FUKUDA;
KAWA, 1977), demonstrando que estes compostos podem afetar na contracdo muscular em

insetos.

Analises de elementos quimicos em amostras biologicas afetadas pelo efeito de
inseticidas sdo muito empregadas em animais e plantas adjacentes aos agro-ecossistemas onde
o0s produtos sdo aplicados (SHARMA et al., 2020). Contudo, apesar da facilidade de analise
pelo emprego de técnicas modernas, como a analise de fluorescéncia de raios-X por reflexao
total (TXRF), que apresenta grande precisdo em amostras de material relativamente pequenas,
sendo capaz de determinar elementos tracos (KLOCKENKAMPER; VON BOHLEN, 2015),
estudos de alteracGes de elementos quimicos no organismo dos proprios insetos em funcao da
acdo inseticida ainda sao escassos (MIGDAL et al., 2018; CREMONE-Z et al., 2019).

A ocorréncia de poucos trabalhos especificos de alteracfes de elementos quimicos
em insetos possivelmente ocorre pelo fato de que os proprios produtos, isto &, compostos
quimicos modernos, geralmente ndo possuem elementos quimicos contaminantes (e. g. metais
pesados) em suas formulagdes. Entretanto, sabe-se que intrinsecamente a regulacdo de
elementos inorganicos no organismo dos insetos é altamente regulada pela homeostase
qguimica do organismo, bem como pelas interacGes deste com o ambiente (TANG; ZHOU,
2013; JEYASINGH et al., 2017). Diferentes tipos de tratamentos, e. g. exposi¢do a um agente
xenobidtico (DOW, 2017; CREMONEZ et al., 2019) ou mesmo o parasitismo (PINHEIRO et

al., 2010) podem afetar o balanco destes elementos.

De modo geral, é importante salientar a importancia das investigacdes com base em
analises quantitativas como ponto de partida de estudos que envolvem as interacGes
fisiologicas de inseticidas no organismo de insetos.
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RESUMO

A aplicacdo de técnicas morfométricas para analise de variacdo de forma e tamanho de insetos
de importéncia econdmica é bastante utilizada para caracterizar polimorfismo, e estudos sobre
a associacdo destas técnicas com analises biologicas de pragas agricolas tém sido pouco
descritos. Sendo assim, 0s objetivos deste trabalho foram analisar consumo alimentar e
medidas morfométricas tradicional e geométrica, baseadas em marcos morfométricos de
corpo, em Euschistus heros fémeas e machos tratados com piriproxifem subletal. Grupos de
ninfas de quarto instar (N4) receberam aplicacdo topica de piriproxifem CL3zo = 0,688 mL i. a.
L, sendo mantidas em condicdes controladas (26°C + 1°C, 65 + 5% UR, 14 h fotofase) até a
emergéncia dos adultos. Para comparacao, grupos de N4 foram tratadas com agua destilada
pura como tratamento controle. Adultos que sobreviveram ao tratamento foram sexados e
individualizados em placa de Petri (6 cm diam.) no momento da emergéncia. Inicialmente,
medidas de consumo alimentar e massa corporal foram tomadas as 0, 24 e 48h apds a
emergéncia. Aos sete dias apds emergéncia, foram tomadas fotografias de cada inseto em
posicdo dorsal em microscopio estereoscopico, para digitalizacdo dos marcos morfométricos.
A partir de medicdo direta e conversdo vetorial de coordenadas, foi realizado as anélises de
morfometria tradicional e geométrica, respectivamente. Para o primeiro caso, medidas de
comprimento longitudinal, largura na altura do eixo pré-umeral e no eixo médio e area total
do corpo foram os parametros selecionados. Niveis de consumo alimentar sdo similares
independente do tratamento, exceto por uma significativa reducdo em fémeas tratadas com
24h apo6s emergéncia, normalizado as 48h. Entretanto, pela analise de tendéncia, é possivel
gue insetos ndo tratados possuam uma tendéncia a consumir mais alimento. Fémeas de E.
heros sdo maiores e possuem maior massa, além de apresentar um morfotipo diferente de
machos. Piriproxifem diminui a extensao do eixo pré-umeral em fémeas adultas, porém néo
afeta significativamente o comprimento longitudinal, a largura, a rea e massa corporal. As
relages entre o desenvolvimento no estagio ninfal final com a configuracéo do corpo de E.
heros adultos sdo indicios de alteragdes fisiologicas causados por piriproxifem, e 0 expressivo
dimorfismo sexual € fator importante a ser avaliado em futuros estudos.

Palavras-chave: morfometria geométrica baseada em marcos morfométricos (MGBM);
percevejo marrom-neotropical; inseticida desregulador de crescimento; alometria.

ABSTRACT

Studies on morphometric techniques to analyze shape and size variation in insects exposed to
insecticides are still very scarce. The objectives of this work were to analyze food
consumption, traditional and geometric morphometric measurements, based on defined body
landmarks, in female and male Euschistusheros treated with sublethal pyriproxyfen. Groups
of fourth instar nymphs (N4) received topical application of piriproxifem CL3o = 0.688 mL a.
i. L, being maintained in controlled conditions (26°C + 1°C, 65 + 5% RH, 14 h photophase)
until adult emergence. For comparison, groups of N4 were treated with pure distilled water as
a control treatment. Remaining adults were sexed and individualized in a Petri dish (6 cm
diam.) at adult emergence. Initially, measurement of food consumption and body mass were
taken at 0, 24 and 48 h after emergence. At seven days after emergence, photographs of each
insect in dorsal position were taken under a stereomicroscope, to digitize the morphometric
landmarks. From direct measurement and vectorial conversion of coordinates, analyzes of
traditional and geometric morphometry were performed, respectively. For the first case,
measurements of longitudinal length, width at the pre-humeral axis and in the middle axis and
total body area were the parameters selected. For geometric morphometry, the groups were
compared with each other, with differences still being observed between the nymph-adult
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intermediary morphotype in relation to adults and N4. Levels of food consumption are similar
regardless of treatment, except for a significant reduction in females treated 24 hours after
emergence, normalized at 48 hours. However, through trend analysis, it is possible that
untreated insects have a tendency to consume more food. E. heros females are larger and have
greater mass, in addition to having a different morphotype than males. Piriproxifem decreases
the extension of the pre-humeral axis in adult females, but does not significantly affect
longitudinal length, width, area and body mass. The relationships between development in the
final nymphal stage with the body configuration of adult E. heros are indications of
physiological disorders caused by piriproxifem, and the expressive sexual dimorphism is an
important factor to be evaluated in future studies.

Keywords: landmark-based geometric morphometrics (LBGM); Neotropical brown stink
bug; insect growth disruptor; allometry
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3.1 INTRODUGAO
Nos organismos, a variacao fenotipica € um produto da interacdo do conjunto génico

com os fatores abioticos, e ao longo do tempo é responsavel pelo processo de especiagédo e
polimorfismo (FUTUYMA, 2005). Dentro de uma mesma especie, esta variagdo pode
apresentar varios graus, sendo que organismos desuniformes sdo extremamente comuns na
natureza (KLINGENBERG, 2009). As variacbes podem estar relacionadas com diferentes
parametros associados a um organismo ou parte deste, e. g. tamanho, massa, forma e
configuragdo, e através da analise morfométrica, é possivel estimar quantitativamente os

niveis de variacdo que agregam ou segregam determinados grupos.

A combinacdo das definicbes geométricas das formas com técnicas modernas de
analises estatisticas uni e multivariadas foi o ponto de partida do campo da morfometria
geométrica (KLINGENBERG; MONTEIRO, 2005). As aplica¢des praticas deste campo na
area da entomologia sdo extensivamente documentadas (ELEWA, 2010; LORENZ et al.,
2017; PALCI; LEE, 2019).

De modo geral, a morfometria geométrica utiliza de pontos geométricos na imagem
do objeto biolégico que definem a forma baésica principal, denominados marcos
morfométricos (MMs), e sdo definidos como pontos homologos no objeto de estudo que
podem ser aplicados a todas as amostras, por exemplo, a ponte do nariz na face humana
(BOOKSTEIN, 1997). Entretanto, apesar de possuir grande potencial de aplicacdo na
investigacao de alteracfes morfogenéticas em insetos apos a acdo de um pesticida, 0 emprego

de técnicas morfométricas mistas nestes estudos ainda sdo muito limitadas.

Os inseticidas desreguladores de crescimento (IDC) sdo pesticidas que atuam sobre o
desenvolvimento e crescimento da praga. Devido ao modo de acdo por ingestdo, estes
inseticidas apresentam menor toxicidade ao ambiente em relagdo a inseticidas neurotdxicos de
contato comumente utilizados, como organofosforados, carbamatos, piretréides, fenilpirazéis,
entre outros (DHADIALLA; RETNAKARAM, SMAGGHE, 2005). Dentre os IDCs, o
piriproxifem, que mimetiza o HJ nos insetos, apresenta caracteristicas de seletividade, devido
ao modo de agdo intimamente relacionado com a fisiologia de artropodes (PALLI, 2009). Em
decorréncia de sua natureza quimica, piriproxifem ultimamente afeta o desenvolvimento do
inseto-alvo, sendo que uma concentracdo subletal pode ndo causar a morte direta, entretanto,
causar diferentes tipos de deformidades morfoldgicas e esterilidade (ALIZADEH et al.,
2012). Entre as principais modificagdes morfogenéticas ocorre o surgimento de individuos

intermediarios as fases de desenvolvimento (SIAL; BRUNNER, 2010). Estes insetos possuem
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caracteristicas larvais apds a emergéncia do adulto, devido a modificacbes no balanco
hormonal central (LI; JIA; LI, 2019). Contudo, excluindo-se este grupo subjetivamente
distinto, em insetos expostos pode ocorrer o surgimento de adultos aparentemente sadios, e
medidas morfométricas mistas podem ser aplicadas para entender a real discrepancia entre
estes insetos e organismos ndo tratados. Portanto, o objetivo deste trabalho foi analisar
medidas morfométricas tradicional e geométrica baseadas em MMs em E. heros fémeas e
machos tratados com piriproxifem subletal no quarto estagio ninfal, bem como avaliar o0s

possiveis padrdes de discrepancia entre os diferentes morfotipos.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Obtengdo Dos Insetos
Adultos de E. heros foram obtidos de criagdo mantida no Laboratério de

Entomologia da Embrapa Soja e levados para o Laboratério de Insetos do Departamento de
Histologia, Universidade Estadual de Londrina - UEL.

Os percevejos foram criados em caixas de pléstico com tampa telada (v = 12 L),
vagens de feijdo (Phaseolusvulgaris L.) (Fabaceae), sementes de amendoim
(Arachishypogaea L.) (Fabaceae) e de soja (GlycinemaxMerril) (Fabaceae), como alimento
padrdo, e rolos de algoddo umedecido com &gua destilada para hidratacdo, conforme
metodologia proposta por Depieri, Siqueira e Panizzi (2010).

Para o estudo foram utilizadas ninfas de quarto instar (N4) de E. heros, fase
caracterizada pelo surgimento dos angulos umerais do pronoto (CORREA-FERREIRA;
PANIZZI, 1999), obtidas a partir da geracdo F1 da criacdo estoque, com a finalidade de
avaliar efeitos de piriproxifem no desempenho, estrutura e funcionalidade de O6rgéos
reprodutores dos insetos adultos.

Para a criacdo, assim como em todas as etapas dos bioensaios, os insetos foram

mantidos em condigdes controladas a 26 + 1°C, 65 + 5% UR e 14 h de fotoperiodo.

3.2.2 Aplicacédo Dos Inseticidas
Para o bioensaio, o produto utilizado foi piriproxifem (Tiger® 100 EC) em

concentragdo subletal (CLg) = 0,688 x 102mL i. a. L' misturado em &gua destilada
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(CREMONEZ et al., 2019), e agua destilada pura como testemunha. Uma aliquota de 1 mL da
emulsdo inseticida foi pulverizada sobre grupos de dez individuos N4 dentro de uma caixa de
poliestireno (PS) cristal (11,0 x 11,0 cm), utilizando uma torre de Potter (BurkardScientific)
calibrada com pressao de trabalho de 68,9 kPa, de forma a permitir a deposi¢do uniforme do
inseticida sobre os insetos. Alimento padréo da criacdo foi fornecido ad lib e os insetos

permaneceram em repouso até a emergéncia de adultos.

3.2.3 Consumo Alimentar E Massa Corporal
O consumo alimentar foi analisado através de anélise gravimétrica. Vagens de feijao

organico foram cortadas em segcdes de 1.5 cm para padronizacdo. Para a unidade
experimental, um percevejo adulto recém-emergido, distinto entre fémea ou macho, foi
adicionado a uma placa de Petri (6 cm diam) com uma secdo de vagem pré-pesada. Os insetos
foram pesados antes (Oh), as 24 e as 48 h apds a exposicdo. Para controle de perda natural de
massa do alimento, um grupo controle de se¢des foi analisado sem insetos. Nenhum outro

alimento ou fonte de agua foi adicionado a unidade experimental.

As andlises de massa corporal foram tomadas com machos e fémeas tratados e ndo
tratados com sete dias de idade, previamente alimentados com vagem de feijdo e sementes de
amendoim e soja ad lib. As pesagens dos alimentos e dos insetos foram tomadas em balanca
analitica (prec. 0.0001 g) BEL® M214Ai (BEL Engineering, Piracicaba, Brasil).

3.2.4 Coleta De Imagens
Previamente a coleta de imagens, machos e fémeas adultos com sete dias de idade

foram anestesiados a frio (-4°C) por 1 min para imobilizacdo. Para as imagens, fotografias de
cada inseto em posicao dorsal e alinhamento no plano longitudinal com auxilio de uma pinga
anatdmica, juntamente com uma régua milimetrada de precisdo (Jeol®), foram tomadas em
microscopio estereoscépico (25x de aumento) com camera Moticam® 3.0 MP (Motic,
KowloonBay, China) acoplada na lente ocular, resolucdo de 1296 x 972 pixels, e posterior

processamento e armazenamento de imagens pelo software Moticlmage Plus 3.0.
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3.2.5 Marcos Morfométricos
Os marcos morfometricos (MMs) sdao marcaces morfoldgicas baseadas no objeto de

estudo com a funcdo de definir pontos de interesse, tanto para as medidas de morfometria
tradicional, quanto para a determinacdo de coordenadas para a morfometria geométrica. Neste
trabalho, os MMs (K = 20) foram definidos com base nos principais vértices geométricos do

corpo e do escutelo dos insetos, sendo estes pontos padrGes onde possiveis deformacdes

podem se manifestar (Figura 3.1).

Nomedomarco Descriciio Nimer
Cabeca Ponto extremo anterior do organismo

Othos Ponto de insergio dos olhos 14
Curva pronotal Ponto de convergéncia na curva entre cabega e térax 13
;&ngulouma’al Extremidade dos angulos umerais 12

Curva pré-umeral
Linha média abdominal
Extremidade genital

Insergéo genital

Ponto de insergio do mesonoto
Ponto mediano do corpo, precedente a curva do abdomen

Ponto da extremidade posterior lateral ao drgéo genital

Ponto extremo posterior do organismo, sem considerar o
Grgdo genital

L AU o o
—
=

—
S

Insercio dacabega Ponto médio entre aintersecgio cabeca'térax 5
An gulo anterior do
escutelo

Angulo posterior do

escutelo

Ponto lateral anterior do escutelo 16,19

Ponto lateral posterior do escutelo 17.18

Insergéo do escutelo Ponto anterior médio do escutdo 20

Figura 3.1 — Marcos morfométricos (MMs) definidos para analise morfométrica geométrica
de Euschistus heros. Barra =5 mm

3.2.6 Medidas Para Morfometria Tradicional
As imagens com os MMs delimitados foram importadas para o software ImageJ v.

1.52a (ABRAMOFF; MAGALHAES; RAM, 2004), para tomada das seguintes variaveis
métricas: comprimento longitudinal (CL = MM1 — MMS8; mm), eixo transversal médio (EM =
MM6 — MM10; mm), eixo transversal pré-umeral (EP = MM5 — MM11; mm) e area (A =
perimetro externo MM1 — MM14; mm?).

3.2.7 Coordenadas Para Morfometria Geométrica
A digitalizagdo dos MMs foi realizada com o software tpsDig2 v. 2.31 (ROHLF,

2017) e importados para o software MorphoJ v. 1.07a (KLINGENBERG, 2011) para

realizacdo das analises morfométricas geométricas.

3.2.8 Anélise Estatistica
Os conjuntos de variaveis morfométricas escalares (tradicional) e os valores de

massa corporal (MC) foram analisados conjuntamente. A normalidade foi verificada por
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Shapiro-Wilk e/ou por analise residual, para validar as premissas da analise de variancia
(ANAVA) e detectar possiveis outliers (FERNANDEZ, 1992). Comprovada normalidade, 0s
dados foram primeiramente submetidos a ANAVA univariada, para verificar diferencgas entre
0s tratamentos para cada varidvel estudada, seguido de teste ad hocde Tukey (p < 0.05). Para
testar o comportamento das varidveis, analises de regressdo linear foram realizadas para
verificar correlagdo entre as varidveis métricas, e para testar a covariancia e contribuicdo das
varidveis para caracterizacdo dos tratamentos, o agrupamento dos dados foi submetido a
analise multivariada(MANAVA) e posterior analise de componentes principais (PCA, do
inglés principal componentanalyses). Foi utilizado o programa R (R CORE TEAM, 2020).

Para as variaveis morfométricas vetoriais (geométrica), foram realizadas as analises
preliminares generalizada de Procrustes (GPA), para sobreposicdo dos MMs e remocao de
erros arbitrarios (viz. posicionamento, escala e rotacdo), e o processamento das matrizes de
covariagdo. Em seguida, os tratamentos foram individualizados para PCA e analise de
variaveis canénicas (CVA), uma anélise linear discriminante que leva em consideracéo
variacdes intra e intergrupos e representa os grupos em clusters distintos (multidimensional)
em um morfoespaco cartesiano simplificado (LORENZ, 2017). Foi utilizado o programa
MorphoJ v. 1.07a (KLINGENBERG, 2011).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Consumo Alimentar
Os dados de consumo alimentar foram diferentes as 24 e 48h de avaliagdo. Em

insetos machos, descontando-se o valor médio de perda de massa natural (=vagem controle),
houve um consumo médio entre 13,5 e 15,9 mg por percevejo nas primeiras 24h, sendo
similar em insetos tratados e ndo tratados. Entretanto, os valores de consumo médio
aumentaram mais de duas vezes em percevejos controle (32,5 mg) nas 24h seguintes,
enquanto em percevejos tratados com piriproxifem o consumo permaneceu similar ao do
primeiro dia (15,5 mg) (Figura 3.2).

O consumo de percevejos fémeas ndo tratadas foi significativamente maior as 24h de
avaliacdo (p = 0,048), entretanto similar ao consumo de fémeas tratadas as 48h (p = 0,424). O
consumo de machos tratados e ndo tratados foi similar em 24h (p = 0,899) e 48h (p = 0,322).
Adicionalmente, a analise de regressdao mostra uma tendéncia maior de consumo do grupo de
percevejo controle em relagdo aos insetos tratados, evidenciadas pelo coeficiente angular
(Figura 3.2).
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3.3.2 Morfometria Tradicional

3.3.2.1 Relagbes alométricas lineares

Através das analises de regressdo linear entre as varidveis métricas de comprimento
longitudinal (CL), eixo médio (EM) e eixo pré-umeral (EP), através da interpolacdo de um
plano de regressdo, € possivel observar uma relacdo alométrica positiva entre as variaveis
analisadas, i. e., os indices de uma variavel métrica aumentam proporcionalmente em funcao
da outra (ver setas do plano de regressdo, Figura 3.3). E possivel observar ainda que fémeas
séo significativamente maiores em relacdo aos machos, e insetos néo tratados, de um modo
geral, sdo maiores que os tratados com piriproxifem.

Assumindo-se a dependéncia das variaveis CL, EM e EP com a area (A) e massa
corporal (MC), as multiplas analises de regresséo linear demonstram niveis significativos de
correlagdo entre quase todos os grupos e em todos os tratamentos, sendo o coeficiente de
regressio mais fraco entre as variaveis EM e MC (R? = 0,730) e o maior entre as variaveis
EM e EP (R? = 0,930) (Figura 3.4). Quando se analisa os tratamentos em perspectiva, as
relacfes alométricas sdo positivamente correlacionadas, tanto em funcdo do sexo quanto da

exposicdo ao inseticida.
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Figura 3.2 — Consumo alimentar de Euschistus herostratados com piriproxifem. a) perda de massa de alimento e analise de regresséo linear entre
fémeas; b) comparacdo entre machos. Colunas seguidas com mesma letra em cada dia avaliado néo diferem significativamente, teste Tukey (p <

0,05).
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Figura 3.3 — Analise de regressdo entre varidveis métricas de Euschistus heros tratados com
concentracdo subletal de piriproxifem. O c6digo a direita pode ser scaneado para exibi¢do on-
line do grafico tridimensional animado. R v. 3.6.2, pacote car

3.3.2.2 Anélises multivariadas e univariadas
Os resultados da analise multivariada apresentaram diferenca significativa entre os

grupos nas variaveis analisadas (Wilks A = 0,0368, F = <0,001), sendo, por fim, possivel
observar que todos as variaveis apresentaram diferenca em pelo menos um tratamento. As
analises univariadas das medidas morfométricas de comprimento longitudinal demonstram
diferenga significativa entre fémeas e machos de E. heros, bem como entre fémeas tratadas
com piriproxifem nas variaveis eixo pré-umeral e area (Tabela 3.1).

Através da andlise de componentes principais (PCA), a distingdo entre 0s grupos se
integra no grafico multidimensional simplificado (morfoespaco), onde todos os 20 marcos
morfométricos representa as variagcdes,sendo possivel observar, portanto, determinado
agrupamento dos tratamentos e dos sexos (Figura 3.5); foi possivel observar que a maior fonte
de variacdo (CP1) apresenta uma amplitude que abrange todos os individuos do tratamento
controle, com um deslocamento dos grupos em relacdo ao sexo: fémeas ligeiramente
deslocadas para a esquerda e machos para a direita, mas nenhum mais centralizado que o
outro, isto &, ndo existe um fator hiperalométrico que favorece algum sexo, porém o
dimorfismo, apesar de discreto, é presente.

Na analise do segundo maior componente (CP2), que responde por apenas 7% da
variacdo, é possivel observar um deslocamento do grupo de amostras no morfoespaco
cartesiano em relacdo ao tratamento com piriproxifem, com respostas diferentes em relacao

aos diferentes sexos: em fémeas controle, a distribuicdo é mais centralizada, enquanto fémeas
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tratadas possuem um deslocamento positivo. Em machos controle também é possivel observar
um padrdo mais central, porém, machos tratados sdo amplamente distribuidos, com individuos

cobrindo grande parte do morfoespaco (Figura 3.5).
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Figura 3.4 — RelacGes alométricas entre diferentes variaveis de Euschistus heros tratados com concentragdo subletal de piriproxifem. R v. 3.6.2,
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Tabela 3.1 Medidas morfométricas de adultos de Euschistus heros tratados e ndo tratados com concentracéo subletal de piriproxifem

Variaveis
Fonte de variagdo g.l Comprlm_ento Eixo médio Eixo pré-umeral " ) Massa corporal
longitudinal Area geral (mm?)
(nm) (mm) (mm) (mg)
Fémeas 3,44 11,20 + 0,59 a 6,08+0,43 a 6,00+032 a 5134+£490 a 76,29+10,75 a
Controle
Machos 3, 44 9,58 + 0,51 b 563+£0,38 b 562+037 b 4463+£551 b 61,05+£799 b
Fémeas 3,44 10,67 £ 0,62 a 598+047 ab 561+039 b 4623+487 b 7416+10,78 a
Piriproxifem
Machos 3,44 9,59 +0,42 b 564+0,17 b 535+£0,23 b 4391+249 b 5741+638 b
CV% 5,18 6,45 5,76 9,52 13,21
ANAVA
p-valor 0,0000 0,0213 0,0003 0,0011 0,0000
F 27.1 3.45 4.59 8.69 12.6
MANAVA
p-valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Nota:Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, p<0,05. g.1. = graus de liberdade; ANAVA — andlise de variancia;
MANAVA = analise de multivariancia; CV% = coeficiente de variagdo; F = valor do teste f de hipdteses. n = 48
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3.3.3 Morfometria Geométrica
As amostras de formas de E. heros foram eficientemente definidas e agrupadas

através da PCA e CVA, respectivamente. Para tanto, a analise generalizada de Procrustes
(GPA) foi realizada a priori com as coordenadas cartesianas obtidas; deste modo, os efeitos
alométricos (i. e. efeitos da variacdo de tamanho, previamente observados isoladamente na
morfometria tradicional) aqui sdo anulados, através da aplicacdo de uma regressao
multivariada entre forma e tamanho, sendo que os residuos da analise subtraem os efeitos
alométricos e resta a variagdo de forma (KLINGENBERG, 2009). Apds a GPA, as matrizes
de covariancia podem ser realizadas para prosseguir com a PCA e CVA.

Os dois componentes principais mais variaveis foram plotados em um morfoespaco e
respondem conjuntamente a uma variacdo de 50,1%. Através do posicionamento dos pontos
centroides de cada marco, que discrimina a maxima variacdo dos dois primeiros componentes
principais, é possivel observar diferencas entre osmorfotipos hipotéticos (i. e., a representacdo
média dada pela juncédo de todos os pontos centroidesversus a representacdo média dos pontos
na méxima variacdo) pela distor¢do de grade tipo D’arcy Thompson e nos pontos ligados,
sendo principalmente atribuidas & placa anal (MM8) e no angulo umeral (MM4 e MM12).
Existe um discreto deslocamento do escutelo no conjunto geral, porém, ndao ha diferenca
significativa na distincdo de um evento de modularidade (Figura 3.6a). A distribuicdo dos
pontos no morfoespaco da PCA apresenta 0 agrupamento dos tratamentos e Sexos,
delimitados em elipses (90% dos dados) para visualizagéo (Figura 3.6b).

De maneira complementar, a analise de variaveis candnicas (CVA) apresenta um
modelo discriminante dos grupos de tratamentos através de um morfoespaco de analise
multivariada, de forma a representar o maior agrupamento dos tratamentos em funcdo da

variacgao entre os grupos (Figura 3.7).
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(intervalo de confianca = 90%). n = 48. MorpholJ v. 1.07a
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3.4 DISCUSSAO
3.4.1 Consumo Alimentar

O aumento de consumo de alimento é esperado com o avanco da idade de vida
adulta, o que foi observado em E. heros alimentados com vagem de feijdo. Isto ocorre pois 0
consumo alimentar € uma condicdo béasica para o desenvolvimento, crescimento, reproducéo e
dispersdo, e as ninfas sdo condicionadas a alimentar-se constantemente com o avanco da
idade, caracteristica que é mantida apds a passagem para o0 estdgio adulto (PARRA;

PANIZZ1; HADDAD, 2012).

Conforme o0 aumento de consumo, 0 aumento de massa corporal nos adultos também
foi observado com E. heros, especialmente nas fémeas. De fato, a eficiéncia digestiva é uma
funcdo que se correlaciona positivamente com a conversao de massa corporal e ao estagio de
desenvolvimento dos insetos (FARRAR JR; BARBOUR; KENNEDY, 1989). Além do mais,
sabe-se que as variagdes quantitativas de massa de alimento sdo métodos que podem ser
atribuidos ao nivel de atividades fisioldgicas e alteracbes bioquimicas (COUDRON;
YOCUM; BRANDT, 2006).

AlteracGes ou diferencas de fisiologia afetam a frequéncia de alimentacdo, sendo que

a quantidade de aminoacidos livres e a osmolaridade da hemolinfa s&o os principais fatores
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que aumentam o intervalo de alimentacdo, porém ndo afetam os niveis finais de consumo
(ABISGOLD; SIMPSON, 1987). Estas alteracdes podem ocorrer devido a diferentes
interacbes do ambiente, como a exposicdo a agentes xenobidticos (SENTHIL-NATHAN,
2013; TONG; NIEH; TOSI, 2019), especialmente inseticidas neurotéxicos (CHAPMAN,
1974; LEE, 2000; COOK, 2019). Outra estratégia adaptativa é a realocacdo de recursos e
mecanismos de compensacao em estagios juvenis maiores e na fase adulta de insetos, como
estratégia de reabilitacdo a uma ma nutricio (BOGGS, 2009). Normalmente, estas
consequéncias sdo reguladas durante o estagio de pupa ou levadas adiante como deficiéncias
durante a vida adulta. Neste Gltimo caso, estas deficiéncias sdo intrinsecamente perceptiveis
pelo organismo, e.g. metabdlitos circulantes da hemolinfa e suas interacbes com o sistema
nervoso central (RAUBENHEIMER; SIMPSON, 1993).

Por fim, a realocacdo de recursos serve como mecanismo de remediacdo através de
regulacbes fisioldgicas de diversas maneiras, como: diapausa, reabsor¢do de tecidos e
regulacdo de nutrientes recém ingeridos (NESTEL et al., 2016). Estudos acerca de
mecanismos compensatorios de ingestdo em insetos adultos ainda sdo pouco estudados em
hemimetabolos, sendo em sua maioria realizados com ortopteros (HAHN; KUNERT, 2006;
RAUBENHEIMER; JONES, 2006).

As implicacdes dos mecanismos compensatorios podem ser negativas sob o ponto de
vista econdmico, isto €, quando se trata de um inseto-praga, uma vez que existe um sistema de
compensacdo na aquisicdo de recursos por parte do inseto. Em E. heros, sabe-se que a
aplicagdo preventiva de inseticidas pode aumentar o dano causado na cultura da soja
(CAVALLARI et al., 2013), e de uma forma mais especifica, neonicotindides podem causar
um efeito hormético sobre o desempenho sexual do percevejo (HADDI et al., 2016). Em E.
heros tratados com piriproxifem, machos tratados ndo tiveram o consumo afetado, porém
foram os mais sensiveis em relacdo a progressdo de consumo nas 48h de avaliacdo. Sendo
assim, é possivel que um maior tempo de avaliacdo seja necessario para concluir os efeitos do
inseticida sobre este parametro. Adicionalmente, uma avaliacdo bioguimica da hemolinfa
pode ser complementar para analisar os efeitos de piriproxifem sobre a fisiologia do

percevejo.
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3.4.2 Morfometria Tradicional
As variaveis métricas foram eficientes para a diferenciacdo entre 0s sexos e as

provocadas pela agéo de piriproxifem. As fémeas de E. heros sdo maiores e mais pesadas que
0s machos, como observado em outras espécies de pentatomideos (NIELSEN; SHEARER,;
HAMILTON; 2008). Isto ocorre em diversas espécies de insetos, e se da por conta de
processos evolucionarios diversos que modulam o dimorfismo sexual por tamanho (SSD, do
inglés sexual sizedimorphism). Basicamente, a caracteristica evolutiva mais importante na
classe dos insetos é a de oviposicao e defesa da prole, e ndo a prépria aptiddo (WATANABE,
2001).

A correlacdo entre a propor¢do de massa corporal com o SSD foi objeto de
investigacdes em diferentes grupos taxonémicos, sendo que diferentes abordagens ja foram
observadas. No que se refere a relagdo entre SSD e o crescimento dos organismos, geralmente
se observa a regra de Rensch, i. e., a taxa de SSD aumenta em espécies em que 0 macho é o
maior, e diminui em espécies onde a fémea € maior (RENSCH, 1950). Entretanto, alguns
autores postulam que certas espécies apresentam um padrdo inverso da regra (FAIRBARN,
1997), algumas vezes explicado por diferencas no tempo de maturacdo sexual
(BLANCKENHORN et al., 2007). Em relacdo ao estudo com E. heros, a regra de Rensch é
valida, uma vez que o dimorfismo em favor de maior tamanho de fémeas é significativo na
analise morfométrica, porém discreto quando comparado com outras espécies de insetos onde
machos sdo maiores (TEDER, TAMMARU, 2005). Estudos futuros com grupos de
Pentatomidae podem ser desenvolvidos para elucidar estes indicios.

Adicionalmente, os resultados de correlacdo demonstram que as variaveis
morfométricas estdo apontadas na mesma direcdo e com mesmo tamanho de setas, 0 que
indica uma correlacdo positiva e contribuicdo geral equilibrada, respectivamente, na variagdo
dos organismos amostrais (ABDI; WILLIAMS, 2010), i. e., todos as variaveis contribuem
similarmente e proporcionalmente para demonstrar as variaces entre 0s grupos de
organismos amostrais. Isto indica que, sobre condigdes normais, E. heros se desenvolve

isometricamente em fungéo de tamanho e massa corporal.

3.4.3 Morfometria Geométrica
A maior variacdo observada na PCA relacionada ao ponto extremo da placa anal

(MM8) sugere que a razdo do dimorfismo sexual na forma é proveniente de modificacdes

nesta regido. Em machos, a placa anal ¢ recuada, em formato de “v”, possivelmente para a
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disposicdo do aparato sexual. Este aspecto morfolégico pode estar ligado as caracteristicas
evolutivas do 6rgédo sexual, de modo a auxiliar na copula. Em insetos machos, a morfologia
genital é altamente influenciada pela selecdo sexual. Entretanto, existem empecilhos para
comprovar empiricamente as relacfes co-evolutivas ou pleiotropicas entre selecdo sexual e
evolucdo genital (SIMMONS, 2014), e apesar da maioria dos estudos serem relacionados a
insetos (EBERHARD et al., 1998), o desenvolvimento evolutivo do dimorfismo sexual em
Pentatomidae ainda € pouco estudado, podendo estar ultimamente relacionado a caracteristica
reprodutiva e preservacgdo da prole (NIELSEN; SHEARER; HAMILTON, 2008).

O agrupamento de amostras de E. heros observado na CVA € resultado das variaces
morfogenéticas entre os sexos e pelas causadas por piriproxifem. Diferentes grupos
taxonémicos de insetos podem ser categorizados através da analise de variaveis canonicas
(LORENZ, 2017), bem como a distin¢cdo dos padrdes de desenvolvimento. Peterson et al.
(2019) conseguiram, com sucesso, fazer uma andlise de agrupamento dos seis diferentes
instares de BlatellaasahinaiMizukubo (Blattodea: Ectobiidae) através do comprimento e
largura do pronoto, utilizando a técnica de aproximacao bayesiana de modelagem gaussiana
mista. Para este agrupamento, o modelo com transformacdo logaritmica simples é essencial
para diferenciagdo dos grupos.

Em relacdo as diferencas causadas por piriproxifem em E. heros, a variacdo deve
ocorrer devido interacGes diretas e indiretas: no primeiro caso, 0s receptores de HJ sdo
ativados por piriproxifem (JINDRA et al., 2015), e ocorre uma desregulacdo fisiologica
persistente nos Ultimos estagios ninfais, causando o surgimento de insetos adultos mal
formados. Uma das principais consequéncias da hiperatividade dos receptores de HJ é o
desbalanco hormonal com ecdisterdides. Normalmente, o equilibrio criado pelo gradiente
entre Hl/ecdisterdide determina o tipo de ecdise; uma maior concentracdo de HJ em relacdo a
ecdisterdide determina uma passagem de estagio normal, ou muda (ninfa-ninfa), enquanto
uma relativa menor concentracdo de HJ determina uma passagem metamérfica (ninfa-adulto)
(SMITH; RYBCZYNSKI, 2011). As variacbes em percevejos adultos tratados podem ter
relacdo com a acdo de piriproxifem sobre as caracteristicas morfogenéticas durante o
desenvolvimento ninfal final, e estudos ontogénicos devem ser realizados para definir as
interacOes da acéo do produto com o desenvolvimento ninfal de E. heros.

As interacgdes indiretas referem-se a efeitos colaterais de piriproxifem sobre fatores
ligados aos padrdes de desenvolvimento, que por sua vez possuem relagdo com 0 consumo
alimentar e conversdo de massa. Uma dieta pobre é capaz de moldar o dimorfismo sexual,

podendo inclusive inverter a posicdo de dominio de um sexo em relacdo ao outro
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(BONDURIANSKY, 2007). De fato, para algumas espécies bioldgicas, o dimorfismo sexual
se origina em fatores ligados a medidas intraespecificas de competicdo por comida
(dimorfismo sexual ecoldgico) (FAIRBARN, 1997). Empiricamente, esta teoria € complicada
de se provar tendo em conta muitos cofatores evolutivos que se relacionam com o
desenvolvimento, o que aumenta a possibilidade de fatores de confusdo que comprometem a
investigacao, e. g. relacionados ao ambiente, genética, idade e sazonalidade (STAMPS, 1993;
KRAUSHAAR; BLANCKENHORN, 2002). Em E. heros, as condi¢bes controladas de
aclimatagdo e populagdo homogénea foram utilizadas, o que aumenta a credibilidade das
diferengas observadas.

Piriproxifem em concentracdo subletal aplicada em estagios ninfais mais tardios é

capaz de modificar caracteristicas morfogenéticas em E. heros.

3.5 CONCLUSOES
Machos tratados ndo tiveram o consumo afetado, porém foram os mais sensiveis em

relacdo a progressdo de consumo nas 48h de avaliacdo. Sendo assim, é possivel que um maior
tempo de avaliacdo seja necessario para concluir os efeitos mais evidentes do inseticida sobre
este parametro.

O dimorfismo sexual é um fator importante a ser considerado nos estudos com E.
heros, pois a variacdo entre 0s sexos € mais expressiva que a variacdo devido a acdo de
piriproxifem. Através da analise morfométrica, é possivel concluir que piriproxifem altera a
forma do corpo de E. heros, e o dimorfismo sexualocorre principalmente por mudancas na

regido posterior do corpo.



59

4 ARTIGO B: PARAMETROS MORFOLOGICOS E MORFOMETRICOS DE
ORGAOS REPRODUTIVOS DE EuschistusherosTRATADOS COM PIRIPROXIFEM
EM DOSAGEM SUBLETAL

Morphologic and morphometric parameters of reproductive organs
ofEuschistusherostreated with sub-lethal pyriproxyfen dosage

Paulo S. G. CREMONEZ?, Janaina F. MATSUMOTO!, Daniela O. PINHEIRO?, Pedro M. O.
J. NEVES!

!Departamento de Agronomia, Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina-PR,
Brasil, 2Departamento de Histologia, UEL, Londrina-PR, Brazil.

Correspondencia: Daniela O. Pinheiro, Departamento de Histologia, Universidade Estadual
de Londrina, Rod. Celso Garcia Cid, km 380, CEP 86057-970, Londrina, Parana, Brasil.
Email: daniela_pinheiro@uel.br



60

RESUMO

O percevejo Euschistus heros é uma praga importante no cenario agricola brasileiro e de
crescente importancia na regido Neotropical. Seu potencial reprodutivo e resisténcia
ainseticidas € fator determinante para sua caracterizacdo como praga-chave em grandes
culturas como soja e algoddo. Com isto, 0 objetivo deste trabalho foiavaliar os efeitos de
piriproxifem sobre a reproducao e desenvolvimento morfoldgico do aparelho reprodutor de E.
heros. O produto utilizado foi piriproxifem (Tiger® 100 EC) na concentragéo subletal (CLzo =
0,688 mLi.a. L), pré-determinada para ninfas de quarto instar (N4), que foiaplicado sobre
grupos de ninfas deste estagio. Os bioensaios realizados foram: (i) avaliacdo dos parametros
bioldgicos fecundidade (nimero de ovos/fémea) e fertilidade (nimero de ninfas eclodidas) de
casais adultos; (ii) avaliagdo morfométrica e morfolégica de ovariolos e testiculos dos
percevejos adultos com diferentes idades. Em termos relativos a fémeas e machos néo
tratados, as taxas de fertilidade de fecundidade, respectivamente, apresentam redugéo de 2 e
12% quando apenas 0 macho é tratado, 47 e 53% quando apenas as fémeas sao tratadas, e 32
e 46% quando fémeas e machos sdo tratados. Em relacdo a analise morfométrica, oocitos
basais sdo maiores e mais pré-vitelogénicos em fémeas recém-emergidas tratadas, e a area
nuclear de células acessorias testiculares ndo se modifica com o tempo em insetos controle,
entretanto, s&o menores em 10 e 15 dias de idade em insetos tratados. A forma do testiculo foi
modificada, partindo de um padrdo elipséide para obpiriforme, caracterizado por uma
hipertrofia da regido basal ao longo do tempo. Adicionalmente, a area aparente do 6rgéo
aumenta até os 10 dias de idade, diminuindo novamente aos 15 dias.Piriproxifem afeta o
desenvolvimento das ninfas de 4° instar de E. heros, evidenciando efeitos negativos sobre a
biologia reprodutiva de fémeas e machos que atingem a fase adulta.

Palavras-chave: percevejo marrom-Neotropical, reproducdo de insetos; inseticida
desregulador de crescimento.

ABSTRACT

The stink bug Euschistusheros is an important pest in the Brazilian agricultural scenario and
of increasing importance in the Neotropical region. Its reproductive potential and resistance to
insecticides is a determining factor for its characterization as a key pest in large crops such as
soybeans and cotton. Then, the aims of this work were to evaluate the effects of piriproxifem
on the reproduction and morphological development of the reproductive system of E. heros.
The product used was pyriproxifem (Tiger® 100 EC) in sublethal concentration (LCso =
0.688 ml a.i. L-1), pre-determined for fourth instar nymphs (N4), which was applied to groups
of nymphs of this stage. The bioassays performed were: (i) evaluation of biological
parameters fertility (number of eggs/female) and fertility (number of hatched nymphs) of
adult couples; (ii) morphometric and morphological evaluation of ovarioles and testicles of
adult bedbugs with different ages. In terms of untreated females and males, fertility fertility
rates, respectively, show a reduction of 2 and 12% when only the male is treated, 47 and 53%
when only the females are treated, and 32 and 46% when females and males are treated.
Regarding the morphometric analysis, basal oocytes are larger and more pre-vitellogenic in
newly emerged treated females, and the nuclear area of testicular accessory cells does not
change over time in control insects, however, they are smaller in 10 and 15 days. age in
treated insects. The shape of the testicle was modified, starting from an ellipsoid to obpiriform
pattern, characterized by a hypertrophy of the basal region over time. In addition, the apparent
area of the organ increases until 10 days of age, decreasing again at 15 days. Piriproxifem
affects the development of the nymphs of the 4th instar of E. heros, showing negative effects
on the reproductive biology of females and males that reach adulthood.

Keywords: Neotropical brown stink bug; insect reproduction; insect growth disruptor.
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4.1 INTRODUGAO

O percevejo marrom-neotropical Euschistus heros Fabricius (Hemiptera:
Pentatomidae) tornou-se uma praga agricola de grande importancia no setor produtivo da
regido do Cone Sul do Brasil (SOARES et al., 2018), com relatos de ocorréncia em regides
vizinhas da Argentina (SALUSO et al., 2011). O seu expressivo potencial reprodutivo e
disseminativo além da selecdo de populacGes resistentes a inseticidas sdo asprincipaiscausas
que definiram sua importancia na area. Com relacdo aos danos estes insetos reduzem
significativamente a produtividade e qualidade das sementes em formagdo (PANIZZI,
SILVA, 2009).

No aprimoramento de um sistema produtivo menos agressivo a0 meio ambiente, é
preciso considerar o manejo de resisténcia das populacGes de pragas, com a utilizacdo
adequada como a rotacdo de produtos com diferentes modos de acdo (SPARKS et al., 2020).
Dentro desta vertente, 0 uso de inseticidas desreguladores de crescimento, por alguns ainda
classificados como biorracionais, surge como uma alternativa para o controle de populacdes
infestantes de pragas e uma alternativa a inseticidas de amplo espectro e altamente toxicos ao
ambiente (HOROWITZ; ELLSWORTH; ISHAAYA, 2009).

Estudos sobre o desenvolvimento doaparelho reprodutor dos insetos sdo essenciais
para determinar seu status, tanto individual, quanto populacional (ESQUIVEL, 2009). Fémeas
de percevejos Pentatomidae sdo extremamente prolificas, possuindo ovarios constituidos por
ovariolos meroisticostelotroficos, i. e., apresentam um cluster de células nutridoras
remanescentes na porcao apical e que possuem a funcdo de transferir proteinas e nutrientes
aos oocitos em formacdo no vitelario, através de prolongamentos citoplasmaticos
(HUEBNER; DIEHL-JONES, 1993; FORTES; SALVADOR; CONSOLI, 2011).

O desenvolvimento e maturacdo dos ovarios e testiculos sdo essenciais para garantir
que o conjunto de células da linhagem germinativa se desenvolvam para a fecundagédo e
formacdo do zigoto. Este processo € dependente do desenvolvimento e controle hormonal
regular,principalmente nos estagios juvenis finais, o que envolve a interacdo direta e indireta
de horménio juvenil (HJ). O HJ atua sobre a maturacdo sexual, metabolismo lipidico e
biossintese de vitelogenina (VENNARD et al., 1998; GUO et al., 2014; SMYKAL et al.,
2014; LENAERTS et al., 2016; GIJBELS et al., 2019). Da mesma maneira, sabe-se que
analogos de HJ, como piriproxifem, fenoxicarb e metopreno, possuem mecanismos
regulatérios de parametros reprodutivos similares (EDWARDS; BRAUN; WYATT, 1993;
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JINDRA et al., 2015), sendo potenciais compostos para controle de pragas. As implicagdes do
uso de analogos de HJ sobre a biologia reprodutiva de percevejos-praga, no entanto, ainda sao

pouco investigadas.

Pensando nisto, os objetivos deste trabalho foram avaliar caracteristicas biologicas e
de desempenho reprodutivo de fémeas e machos tratados com piriproxifem em estagio
juvenil, através do desempenho reprodutivo (fecundidade e fertilidade) e os efeitos do

inseticida sobre o desenvolvimento dos 6rgaos reprodutores.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Obtencdo Dos Insetos E Aplicacdo
Os insetos foram obtidos e tratados conforme metodologia descrita no Artigo A, itens

3.2.1 e 3.2.2, respectivamente.

4.2.2 Fertilidade De Casais E Fecundidade De Progénie
Adultos recém-emergidos foram sexados e os casais formados, de acordo com o

delineamento cruzado para formacdo dos tratamentos, como segue: fémea controle x macho
controle (casal controle, FC x MC); fémea controle x macho tratado (FC x MP); fémea tratada
x macho controle (FP x MC); e fémea tratada x macho tratado (FP x MP). Foram formados
oito casais por tratamento.

Cada casal foi individualizado em caixa de poliestireno cristal (PC)cristal (11 x 11 x
3 cm) forrada com papel filtro e contendo alimento padrdo, conforme determinado no Artigo
A, item 3.2.1. As caixas foram mantidas sob condic¢des controladas por um periodo de 14 dias

com a finalidade de permitir a copula e oviposicao.

Apos o periodo, o nimero de ovos foi quantificado para a anotacdo da fertilidade, e
em seguida colocadas em caixa de PC cristal (11 x 11 x 3 cm) forradas com papel filtro
umedecido com agua destilada e uma vagem de feijdo, permanecendo até a eclosdo das ninfas

para a quantificacdo da fecundidade.
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4.2.3 Morfologia De Sistemas Reprodutores
Para analise dos sistemas reprodutores, foram utilizados fémeas e machos adultos

virgens de diferentes idades como: recém-emergidos (0), 5, 10 e 15 dias ap6s emergéncia
(DAE). Os ovarios e testiculos foram coletados em solucéo salina (1,80 g de NaCl; 1,88g de
KCI; 0,16 de CaCl; 0,004g de NaHCOz e agua destilada-g.s.p 100 mL, pH 7,4) e
imediatamente fixados em solucdo Karnovsky (glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido 4,0%

em tampéo fosfato 0,1M e pH 7,2) por 4h.

Para analise morfométrica da cépsula testicular, os 6rgdos, ainda em solucéo
fixadora, foram fotografados em microscopio estereoscdpico (25x) SZ61 (Olympus®, Toquio,
Jap3o) acoplado com cadmera Moticam® 3.0 MP (Motic, KowloonBay, China) resolucéo de
1296 x 972 pixels.

Apbs a fixacdo, o material foi submetido ao processo de inclusdo em resina glicol-
metacrilato.Os 6rgaos foram lavados em solucédo tampdo fosfato de soédio (0,1M e pH 7,2), em
trés vezes (cinco minutos cada), desidratados em série crescente de alcool etilico (70, 90 e
100% por 20 minutos cada), pré-infiltrados em solugéo de resina pura (hidroxetilmetacrilato +
ativador) + alcool 100% (1:1) por 4h em temperatura ambiente, infiltrados em resina pura
Historesin® (LeicaBiosynthesis, Wetzlar, Alemanha) em temperatura ambiente por 24h,
incluido em moldes apropriados de polietileno contendo solugdo de resina basica
(hidroxetilmetacrilato) + ativador (dibenzoilperéxido) + endurecedor (dimetilsulfoxido) e

mantido em temperatura ambiente até a total polimerizacéo da resina.

Os blocos com o material foram cortados em micrétomo rotativo automatico (4 pum)
e as laminas provenientes coradas com hematoxilina-eosina, analisadas em fotomicroscopio
de luz Zeiss®AxioPhot (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Alemanha).

Para a analise quantitativa as variaveis analisadas foram: para os ovarios, foi
selecionado apenas o odcito mais basal entre os foliculos ovarianos de cada 6rgdo, sendo
tomadas medidas de comprimento e largura (um), e calculada a area superficial (A, mm?),

através da férmula:

2mh (b +a
1000000

arcsen e)

A=

Onde: a € o semi-eixo do comprimento do ovariolo; b é o0 semi-eixo de sua largura; e

e é a excentricidade da elipse, dada pela formula:
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Também foi feito o calculo do volume do odcito basal (V, mm?3), através da formula
do esferdide prolato (LUMBRERAS et al., 1991), conforme a seguinte equac&o:

4
-mh?a
3

Y = 1000000000

Para os testiculos, o padrdo de desenvolvimento e possiveis alteracbes em funcdo da
acdo de piriproxifem foram avaliadas através de alteracOes externas e internas; para observar
mudancas ortogonais na forma do testiculo, uma anélise generalizada de Procrustes (GPA) foi
realizada com base nas imagens das capsulas testiculares, através da demarcacdo de 100
marcos morfométricos no perimetro de cada 6rgdo, digitalizados através do software tpsDig?2
v. 2.31 (ROHLF, 2017), e a imagem média estimada dos 6rgéos foi gerada com auxilio do
software tpsSuper v. 2.05 (ROHLF, 2018). Adicionalmente, para avaliacdo de alteracOes
internas, a area aparente de nucleos de células acessorias testiculares (CATSs) foi medida com

auxilio do software ImagelJ, conforme descrito por Cremonez et al. (2019).

4.2.4 Andlise Estatistica
No bioensaio de fertilidade e fecundidade de casais, o delineamento experimental foi

inteiramente casualizado, com 12 repeti¢Ges por tratamento, sendo um casal por repeti¢do (n
= 48).

Os dados quantitativos foram submetidos a analise de normalidade de Shapiro-Wilk
e/ou andlise de residuos (FERNANDEZ, 1992) para validagdo da andlise de variancia
(ANAVA) como teste estatistico mais adequado para comparacdo. Na ocorréncia de
nulidades, os valores da variavel foram transformados em Vx+1. O processamento de dados

foi realizado com o auxilio do software R v. 3.6.2 (R CORE TEAM, 2020).

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Andlise De Parametros Bioldgicos
Os valores de fertilidade e fecundidade sdo representados pelo nimero médio de

ovos por fémea e média de ninfas eclodidas, respectivamente. A partir da analise de variancia,
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ndo foi possivel observar diferenga significativa entre os tratamentos avaliados em fertilidade
[F@, 28) = 1,782, p-valor = 0,1839] e fecundidade [F, 28) = 2,279, p-valor = 0,1012] (Tabela
4.1).

Os dados totais mostram uma diminuicdo discreta de fertilidade e fecundidade
quando apenas o macho foi tratado. Contudo, é possivel observar maior reducdo destes
parametros nos tratamentos com fémeas tratadas. Adicionalmente, a taxa de eclosdo é mais
afetada quando ambos insetos foram tratados, sendo que menos em 70% de ovos ndo

eclodiram ninfas.

Tabela 4.1 Pardmetros reprodutivos de casais de Euschistus heros tratados e ndo tratados com

concentracdo subletal de piriproxifem

Fertilidade Fecundidade Total Total Proporcio relativa ao

(Ovos por (Ninfas de de Eclosédo
Tratamento famea) eclodidas) ovos  ninfas controle (%)

(X EP)™ (X+EP)™ (n) (n) (%) Fertilidade Fecundidade
FCxMC 248+29 23,3+2,6 198 186 94,6 - -
FCxMP 241+47 20,4+4,3 193 163 83,5 97,5 87,6
FPxMC 13,1+38 10,9+35 105 87 85,6 53,0 46,8
FPXMP 169+54 129+49 135 103 66,2 68,2 55,4

Nota: X = média; EP = erro padrdo da média; FC x MC = casal controle = fémea controle e macho controle; FC
x MP = fémea controle e macho tratado; FP x MC = fémea tratada e macho controle; FP x MP = fémea tratada e
macho tratado; ns = diferenca ndo significativa (analise de variéncia). n = 8 casais por tratamento.

4.3.2 Anélise Dos Orgéos Reprodutivos

4.3.2.1 Sistema reprodutor feminino
Em E. heros, foipossivel observar ovariolos distintos e suas estruturas em fémeas

adultas através da abertura ventral do abdémen (Figura 4.1A e B). Apesar de ndo fecundadas,
0 processo de oogénese foi completo independente do tratamento, i. e., foi possivel observar

posturas de fémeas mais velhas (10 e 15 DAE), independente do tratamento.

Em fémeas recém-emergidas (0 DAE) do tratamento controle, os odcitos observados
dependem completamento dos substratos oriundos das células nutridoras, isto é, ndo sdo
guarnecidos pelo aporte de material nutritivo via foliculo (Figura 4.1C). Entretanto, ovariolos
de fémeas 0 DAE tratadas com piriproxifem ja apresentam odcitos pré-vitelogénicos,

evidenciado pela presenca de vitelogenina na regido periférica do ooplasma (Figura 4.1D).
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As células nutridoras sdo claramente visiveis em fémeas 0 DAE, do tratamento
controle, sendo indistinguiveis a partir deste momento nos tempos avaliados. Em relacdo aos
tratamentos, & possivel observar uma diferenca estrutural entre fémeas tratadas com
piriproxifem, observando-se um arranjo celular mais espagado na regido do germario em

relacdo a fémeas do tratamento controle (Figura 4.2).

A partir dos 5 DAE, as diferencas morfologicas estruturais sdo menos evidentes em
relacdo ao tratamento com inseticida. Fémeas com 5 DAE apresentam odcitos a partir do
estagio pré-vitelogénico, caracterizado pela presenca de granulos ndo corados no odcito
(Figura 4.3A), e odcitos vitelogénicos, em que é possivel observar intensa maturacéo do vitelo
(Figura 4.3B). Aos 10 e 15 DAE, ¢ possivel observar a oogénese em todos os foliculos dos
ovariolos em diferentes estagios de desenvolvimento. Nos odcitos do vitelario, as células do
epitélio folicular se tornam altamente funcionais, com intensa atividade de sintese proteica
(Figura 4.3C) e gradualmente passam a se tornar células binucleadas (Figura 4.3D). Neste
periodo, 0s odcitos basais sdo bem desenvolvidos e coriogénicos (Fig. 4.3E), e fémeas com
essa idade ja ovipositam naturalmente e sem necessidade de fecundacéo, entretanto, gerando

ovos inférteis.

Caracteristicas quantitativas da oogénese foram comparadas com base no
desenvolvimento morfométrico do odcito mais basal. A partir das varidveis morfométricas
analisadas (comprimento, largura, area superficial e volume), existe diferenca significativa
entre fémeas tratadas e ndo tratadas recém-emergidas (Tabela 4.2). Independente do
tratamento, um padrdo de desenvolvimento foi observado; odcitos de fémeas recém-
emergidas apresentam menores proporcdes em relacdo aos demais tempos de
desenvolvimento, e uma expressiva diferenca também foi observada nas fémeas entre 5 e 15

DAE, sendo que o0citos aos10 DAE apresentam valores intermediarios.

Em relacdo a espessura do epitélio folicular na regido do odcito basal, fémeas recém-
emergidas ndo tratadas apresentam uma média de espessura de 41,1 um, reduzindo em torno
de 20% a cada cinco dias, se estabilizando aos 15 DAE. Entretanto, fémeas recém-emergidas
tratadas com piriproxifem apresentam reducdo de espessura comparadas ao tratamento
controle. Esta reducdo na espessura se mantéem constante até o final da avaliacéo, sendo entao
similar a fémeas ndo tratadas (Figura 4.4). Com o crescimento e desenvolvimento,
naturalmente a espessura do foliculo é inversamente proporcional a medida de area do odcito
(Figura 4.5).
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Figura 4.1 — Ovariolos de fémeas recém-emergidas (0 DAE) de Euschistus heros tratadas
com concentracdo subletal de piriproxifem. A) Fémea tratada com piriproxifem com ovarios
expostos; B) Detalne ampliado do ovério evidenciando as principais estruturas; C)
fotomicrografia de ovariolos de fémea do tratamento controle; D) fotomicrografia de
ovariolos de fémea tratada com piriproxifem. Ft: filamentos terminais; Gm: germério; CN:
células nutridoras; Vt: vitelario; Fol: foliculo ovariano; Pd: pedicelo; Cx: célice; »: odcito.;
%k : odcito pré-vitelogénico. c-d: Coloracdo por hematoxilina e eosina. Barras: a-b =1 mm; c-d
=100 pum.
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Figura 4.2 —Fotomicrografias da regido de crescimento em ovariolos de fémeas recém-
emergidas (0 DAE) de Euschistus heros tratadas com concentracdo subletal de piriproxifem.
A) corte longitudinal da regido do germério em ovariolo de fémea do tratamento controle; B)
corte longitudinal do germéario em ovariolo de fémeas tratadas com piriproxifem. Gm:
germério; CN: células nutridoras;Fol: foliculo ovariano; Vt: vitelario. Coloragdo por

hematoxilina e eosina. Barras = 100 pm.
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Figura 4.3 —Fotomicrografias de o6citos basais em diferentes estagios de desenvolvimento de
fémeas Euschistus heros tratadas com concentracdo subletal de piriproxifem. A) odcito pré-
vitelogénico em fémea controle (5 DAE); B) odcito vitelogénico em fémea controle (10
DAE); C) detalhe de células do foliculo em fémeas tratadas (5 DAE). Notar nucleo (N) com
grumos de cromatina indicando processo de sintese protéica; D) detalhe da regido do foliculo
com células binucleadas de fémeas controle (10 DAE); E) o6cito em estagio de coriogénese
completa em fémeas controle (15 DAE). Oc: o6cito; N: ndcleo; Te: tanica externa; Fol:
epitélio folicular; vg: vitelogenina; vt: vitelo maduro; %: espaco perioocitico.Coloracdo por
hematoxilina e eosina. Barras: a-b = 100 pum; c-e = 50 pm.



70

Tabela 4.2 — Analise morfométrica de parametros métricos (média + DP) de odcitos basais de
Euschistus heros tratados com concentracdo subletal de piriproxifem

ldade adulta [, 0o Controle Piriproxifem CcL%® o-valor®
(dias) (4gua destilada) (0,688 mL i.a. L™)

Comprimento (um = DP) 78.31 + 21.83 177.87 +134.24 0,0006*

0 Largura (um = DP) 61.85 + 18.93 129.04 + 93.46 0,0004*

Area superficial (um? = DP) 0.0153 +0.0080 0.0985 + 0.1965 0,0004*

Volume (um?® + DP) 0.0002 £0.0001 0.0054 +0.0165 0,0009*

Comprimento 408.14 +194.69 343.52 +143.11 0,0560™

5 Largura 382.18 £ 144.69 276.82 £ 152.67 0,1284"

Area superficial 0.6253 £0.4043 0.3426 +£0.3249 0,0971"

Volume 0.0522 £ 0.0464 0.0242 £ 0.0320 0,1203"™

Comprimento 559.24 £ 242,96 517.92 +£193.98 0,6219"

10 Iiargura 464.84 +187.95 344.05+ 95.24 0,0600™

Avrea superficial 0.8937 £0.6940 0.5344 +0.2671 0,1145™

Volume 0.0943 £ 0.1001 0.0382 + 0.0282 0,0785™

Comprimento 594.95+95.30 664.82 +153.18 0,1820™

15 Iiargura 47350 £ 94.05 552.69 + 184.22 0,1998™

Area superficial 0.8467 £ 0.3064 1.1767 + 0.6664 0,1243"

Volume 0.0751 £0.0448 0.1320 £0.1089 0,0963"™

Nota:!teste t de Student: * = diferenca significativa; ns = diferenca ndo significativa. DP = desvio padrdo. n = 56

Espessura média do foliculo (um)
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Figura 4.4 — Espessura de epitélio folicular em ovariolos de Euschistus heros tratados com
concentracdo subletal de piriproxifem. Diferencas entre tratamentos pelo teste néo-



71

paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney: ns = ndo-significativo; * = p < 0,05; ** = p < 0,01.
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Figura 4.5 — Correlacdo entre medida de area superficial do oocito basal e espessura do
epitélio folicular em fémeas Euschistus heros tratadas com piriproxifem. a) correlacdo em
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fémeas controle; b) correlacdo em fémeas tratadas; c) tabela com valores de inclinacdo e
relacdo entre os tratamentos. n = 56 medidas de area de od6cito; 288 medidas de foliculo
epitelial.

4.3.2.2 Sistema reprodutor masculino
Os testiculos de E. heros sdo pareados, sendo formados por seis foliculos cada,

numerados F1-F6. Todos os foliculos seguem a mesma configuracdo espermatogénica
descrita na literatura (CHAPMAN; SIMPSON; DOUGLAS, 2013), sendo formados, da
regido apical para a basal, de um germario, pela zona de crescimento com 0s cistos de
espermatogonias e espermatocitos, seguida pela zona de maturagcdo ou reducdo, onde varias
divisdes meibticas dardo origem aos cistos de espermatides, e finalmente a zona de
transformacdo, onde ocorre o processo de espermiacdo, i. e., transformacdo de espermatide

em espermatozoide.

O padrdo de desenvolvimento observado através de analise generalizada de
Procrustes (GPA) foi o de um testiculo inicialmente oval (esferdide prolato) em machos
recém-emergidos (0 DAE), e ao longo do periodo de desenvolvimento avaliado foi possivel
observar mudancas no formato inicial caracterizadas por uma hipertrofia desproporcional da
regido apical, especificamente na zona de crescimento, i. e., cistos de espermatogénias e

espermatdcitos, passando para uma forma final obpiriforme (Figura 4.6).

Em relacdo a funcéo, os foliculos dédo origem a dois tipos morfologicamente distintos
de células de linhagem germinativa, sendo possivel observar cistos menores nos foliculos F1,
F2, F3 e F5, e um tipo de cisto com células maiores e de conformacdo mais alongada nos
foliculos F4 e F6 (Figura 4.7A).

Ao longo do foliculo, é possivel observar todas as fases do processo
espermatogénico, conforme descrito por Chapman, Simpson e Douglas (2013): inicia-se com
0 germario, local onde ocorre a diferenciacdo das células somaticas e germinativas, estas
sendo denominadas espermatogonias, que passam pela zona de crescimento e se transformam
em espermatdcitos (Figura 4.7B e C). Na zona de divisdo e maturacdo, as espermatogonias
passam pelo processo de meiose e comeca a se diferenciar nas espermétides, sendo todo o
processo sequencial compartimentado em cistos com nucleos de células somaticas acessorias
testiculares (CATs)aderidas a estrutura dos septos de tecido conjuntivo (também conhecidos
como tunica interna) (Figuras 4.7A,B e C). Estas células sdo homdlogas as células de Sertoli

em organismos vertebrados (GURAYA, 1995) Na sequéncia, inicia-se a fase de
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transformacdo da espermétide (Figuras 4.7C, D e E), que da inicio ao processo de

espermiogénese, resultando na obtencédo de cistos de espermatozoéides (Figura 4.7E).

Os padrées morfoldgicos da estrutura dos septos sdo variaveis, sendo possivel
observar, de uma forma geral, uma maior espessura e células estruturais diferenciadas em
insetos adultos mais velhos (Figura 4.7G). Em insetos com 10 DAE, também foi possivel
observar um estreitamento desse tecido na regido de espermatogbnias ap0s exposi¢cdo com

piriproxifem (Figura 4.7H).

Devido a sua conformacdo tridimensional irregular, ndo é possivel definir claramente
a extensdo das CATSs no plano de corte histoldgico. Entretanto, é possivel observar claramente
0s nucleos destas células, aderidos a parede do tecido conjuntivo interno, sendo presentes nas
zonas de crescimento e remanescentes na zona de maturacdo. Estas células ndo se alteram em
nimero, e em média a area nuclear aparente flutua entre 50000 e 55000 pm?. E possivel
observar uma reducdo significativa da extensdo nuclear apds a acdo de piriproxifem em
testiculos de 10 (t = 2,481; p-valor = 0,019) e 15 DAE (t = 2,458, p-valor = 0,020) (Figura
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Figura 4.6 — Anélise morfométrica geométrica e area testicular de Euschistus heros tratados
com concentracdo subletal de piriproxifem. GPA = analise generalizada de Procrustes; n =
numero amostral; ns = ndo significativo; * = significativo a p < 0,05.

Figura 4.7 —Fotomicrografias de espermatogénese em testiculo de Euschistus heros. A)
porcao apical do testiculo, com a demarcacdo dos seis foliculos (F1-F6); B) detalhe da zona
de crescimento; C) detalhe da zona de maturacdo e reducdo, notar regido de divisdo meidtica
(M); D) detalhe para a zona de transformacéo; E) detalhe para a espermiogénese; F) detalhe
dos septos de tecido conjuntivo(Ti) em insetos controle recém-emergido; G) Ti em inseto
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controle com 10 dias de idade adulta; H) Ti em inseto tratado com piriproxifem com 10 dias
de idade adulta. Eg = espermatogbnias; Ec = espermatocitos; Et = espermatides; Ez =
espermatozdides; Te = tunica externa; Ti = septo de tecido conjuntivo; » = nucleo de célula
acessoria testicular. Coloracao por hematoxilina e eosina. Barras = 50 um.
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Figura 4.8 — Area nuclear de células acessorias testiculares de Euschistus heros tratados com
concentragdo subletal de piriproxifem. * = diferenca significativa a p < 0,05, teste-t ndo-
pareado. n = 240.

4.4 DISCUSSAO

4.4.1 Fecundidade E Fertilidade
O elevadocoeficiente de variacdo observado em todos os parametros de analise de

fertilidade e fecundidade de E. heros ocorreu especialmente pela diferenca natural no nimero
de posturas observada dentro de cada tratamento, o0 que consequentemente corresponde auma
variagdo no numero de ninfas eclodidas. Entretanto, considerando a propor¢do
relativa,ocorreu alteracbes nos parametros reprodutivos em casaisem que a0 menos um
individuo foi tratado com piriproxifem. A maior diminuicdo de fertilidade e

fecundidadeocorreu quando a fémea foi exposta ao tratamento piriproxifem.

Os efeitos de piriproxifem sobre os parametros reprodutivos de E. heros pode ter

ocorrido devido a um desequilibrio na homeostase de HJ e outros hormdnios relacionados. De
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um modo geral, fémeas de insetos apresentam padrbes regulatorios dependentes de
componentes hormonais.Muitas, por exemplo, sdo sensiveis ao precursor de HJ,farnesol,
quepossui estruturaquimica bastante similar a piriproxifem, i. e.,sesquiterpendide,commodo
de acdo similar ao préprio HJ (DE LOOF, 2014; DE LOOF; SCHOOFS, 2019). Além disso,
sabe-se que piriproxifem possui um efeito negativo sobre parametros reprodutivos
(fecundidade, fertilidade e viabilidade de ninfas eclodidas) em fémeas do percevejo
Nezaraviridula(AGUERO; NEVES; CREMONEZ, 2014), bem como diminuicio de
fecundidade e fertilidade em E. heros em soja a campo com doses recomendadas para
controle de BemisiatabaciGennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) (MATSUMOTO, 2020).As
interacBes sdo basicamente similares, sendo que o sitio de acdo de HJ, assim como seus
precursores e analogos, sdo os receptores intracelulares tipo bHLH-PAS (do inglés, basic
Helix-Loop-Helix/Per-ARNT-SIM), como Met e Gece (CHARLES et al., 2011; JINDRA et al.,
2015).

A atividade de piriproxifem, aplicado em ninfas grandes de E. heros, sobre a reducao
de parametros reprodutivos dos adultos pode representar implicacdes econémicas, uma vez
que existem relatos da infestacdo destes percevejos em periodos vegetativos da cultura da soja
(BARCELOS et al., 2019), momento onde o controle de lagartas-praga também se faz
necessario. De fato, os percevejos permanecem em plantas hospedeiras adjacentes no periodo
de diapausa (CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999), fisiologicamente preparados para a
dispersdo no momento em que a cultura comeca a se desenvolver. Deste modo, 0 manejo com
piriproxifem é promissor para suprimir populacdes infestantes de percevejos no periodo de
infestacdo, e a antecipacdo da aplicacdo deve ser analisada com o propdésito de avaliar a

eficiéncia na integracdo do controle de percevejos e lagartas.

4.4.2 Sistema Reprodutor Feminino
Piriproxifem indica uma alteracdo no padrdo de distribuicdo morfologica na regido

das células nutridoras em fémeas de E. heros. Resultado similar foi observado com outras
espécies de insetos, como em MonomoriumpharaonisL. (Hymenoptera: Formicidae) (TAY;
LEE, 2014), DichelopsmelacanthusDallas (Hemiptera: Pentatomidae) (CREMONEZ et al.,
2017), e em Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) (AHMED et al., 2020). Isto ocorre pois 0
HJ é requerido em diferentes propor¢des em relacdo as células somaticas e germinativas do

germario, e, portanto, um gradiente padrdo é necessario para a correta organizacao e estrutura
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do ovariolo (LUO et al., 2020). Por fim, as consequénciasdo desequilibrio hormonal podem
ter efeitos negativos sobre a reproducdo (KAUR; CHANDI, 2016).

Em termos reprodutivos, a fisiologia do processo de oogénese € um dos fatores que
explicam os efeitos negativos de piriproxifem sobre E. heros. A 0o0génese representa o
processo completo que vai desde o desenvolvimento do o6cito até a postura. Em
Pentatomidae, fémeas podem ovipositar mesmo sem copula (CINGOLANI et al., 2019),
sendo um processo que requer uma grande quantidade de energia. A falta de alimento, no
entanto, pode levar ao processo de reabsor¢cdo dos odcitos em desenvolvimento (KOTAKI et
al., 2016). As condicgdes ideais de criacdo e alimento ad libsdo fatores que podem ter

contribuido para a oviposicdo das fémeas virgens de E. heros.

Os padrdes de desenvolvimento dos odcitos de E. heros sdo similares aos relatados
em outros Heteroptera (DITTMANN; MAIER, 1986; ASSIS et al., 2019). Em E. heros, os
odcitos sdo vitelogénicos a partir de 5 DAE, onde foi possivel observar células foliculares
binucleadas e com nucléolo bem evidente nos oocitos basais. Resultado similar foi observado
em ovarios de PodisusnigrispinusSay (Hemiptera: Pentatomidae) (ASSIS et al., 2019).
Entretanto, em fémeas expostas a piriproxifem em N4, os odcitos vitelogénicos foram
observados em varias fémeas recém-emergidas (0 DAE), possivelmente pela atividade
analoga a do HJ sobre a incorporacéo da vitelogenina, especialmente em uma dose regulada
como a CL3z (EDWARDS; BRAUN; WYATT, 1993),

A incorporacdo de vitelogenina pelo odcito € dependente da atividade do foliculo,
que possui uma determinada permeabilidade e faz o aporte desta proteina pela hemolinfa.
Similar em E. heros, o processo é evidente aos 5 DAE em odcitos de baratas
NauphoetacinereaBurmeister (Blattodea: Blaberidae) (BUHLMANN, 1976). Entretanto, as
préprias células foliculares de E. heros apresentam padrGes de sintese protéica, também
observado em P. nigrispinus (ASSIS et al., 2019). Isto também explica a reducdo da espessura
deste tecido ao redor do odcito conforme ocorre o desenvolvimento do odcito, assim como
também é a razdo por qual insetos tratados com piriproxifem no come¢o da vida adulta
apresentam foliculos mais finos, uma vez que a vitelogénese é antecipada pela atividade do

inseticida.

Assumindo papel central sobre a intermediacdo hormonal da reproducéo, o0 hormonio

juvenil (HJ) é responsavel por uma série de processos. Diversos modelos sdo utilizados para
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entender a importancia de HJ sobre a reproducdo dos insetos (SANTOS; HUMANN;
HARTFELDER, 2019). De uma forma geral, existem receptores centrais que sdo ativados
pelo horménio e desencadeiam uma série de reacGes em cascata, e, através da ativacdo de
genes e interagcBes com outros hormdnios e neuropeptideos, finalmente agem sobre a sintese,

acumulo e maturacéo de lipidios e vitelina, importantes para a oogénese.

Através da interacdo com os mesmos receptores (JINDRA et al., 2015), piriproxifem
possui uma atividade primaria sobre a reproducdao (EDWARDS; BRAUN; WYATT, 1993).
Contudo, de um modo geral, enzimas responsaveis por finalizar a acdo de HJ, como HJ
esterase e HJ epoxi-hidrolase, apesar de estimuladas por agonistas de HJ (EL-SHEIKH;
KAMITA; HAMMOCK, 2016), ndao afetam sua atividade (ZHANG; KASAI; SHONO,
1998).

Os efeitos de piriproxifem sobre a vitelogenina s&o amplamente documentados. Ao
passo que o produto age como analogo de HJ, existe uma expressdo positiva entre a aplicacdo
de piriproxifem e sintese de vitelogenina (EDWARDS; BRAUN; WYATT, 1993). Entretanto,
altas doses de piriproxifem inibem a vitelogénese em diferentes etapas, desde a propria sintese
(PINTO; BITONDI; SIMOES, 2000), no desbalanco hormonal, especialmente em insetos
com vitelogénese dependente de ecdisterdide (BARCHUK; BITONDI; SIMOES, 2002), até o
processo de incorporacdo de vitelogenina ao ooplasma, principalmente devido a alteragdes

estruturais no sistema reprodutor (XU et al., 2015).

A atividade de HJ sobre a reproducdo também depende em grande parte da espécie
estudada, principalmente em relacdo ao seu ciclo de vida. Em Pentatomidae, a regulacdo
hormonal por HJ intermedia processos importantes, como a producdo de componentes de
feromonios na correta proporcdo (MORAES et al., 2008), diapausa (PENCA; HODGES,
2017) e realocacdo de recursos e absorcdo de odcitos em desenvolvimento (KOTAKI et al.,
2016).

O HJ também desempenha papel importante na funcionalidade da estrutura folicular
ovariana. Os efeitos da aplicacdo de HJ pode influenciar essa estrutura a produzir mais
proteina, e também € relatado que os niveis naturais deste hormdénio aumentam
consideravelmente durante a vitelogénese (DITTMANN; MAIER, 1986). Em
Nilaparvatalugens(Stal) (Hemiptera: Delphacidae), HJ é essencial para a expressdo de

vitelogenina, maturacdo dos odcitos e fecundidade (LU et al., 2016). Entretanto, a
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funcionalidade de HJ pode ser afetada pela exposicdo com piriproxifem, sendo que os niveis
de acdo do hormdnio sdo normalmente regulados pelo metabolismo, contudo, o inseticida
permanece em atividade. As implicacdes da acdo de piriproxifem sobre fémeas de E. heros
indica que o inseticida afeta pardmetros reprodutivos associados a funcionalidade do sistema
reprodutor.

4.4.3 Sistema Reprodutor Masculino
A andlise morfométrica dos testiculos de E. heros demonstra um padrdo de

desenvolvimento peculiar. Mourdo e Panizzi (2002) descreveram esquematicamente um
padrdo morfoldgico similar ao analisar o desenvolvimento de testiculo de E. heros. Os autores
apresentam dois graus de desenvolvimento: imaturos, com pequenas gonadas em um padrédo
oblongo, com maior razdo comprimento:largura; e maduros, grandes com um padrao elipséide

prolato e foliculos bem demarcados.

O desenvolvimento padrdo da espermatogénese em insetos ocorre da regido apical
para a basal, em direcdo ao vaso deferente, sendo que as células da linhagem germinativa sdo
caracteristicamente arranjadas em cistos (ROOSE-RUNGE, 1977). Em E. heros,os tipos
distintos de foliculos testiculares foram analisados em uma série de trabalhos (SOUZA;
ITOYAMA, 2010; AGUIAR et al., 2017; CREMONEZ et al., 2019), bem como seu
caracteristico polimorfismo espermético (COSSOLIN, 2015).Morfologicamente, é possivel
distinguir trés tipos de espermatozdides, sendo o tipo 1 mais comum nos foliculos da metade
mais proximal (F1-F3); o espematozdidetipo 2, morfometricamente similar ao tipo 1, que é
produzido no caracteristico estreito F5; e 0 espermatozoidetipo 3, produzido nos foliculos F4
e F6, naturalmente mais volumosos e com comprimento até 4x maior que os demais. No
presente estudo, foi possivel observar uma hipertrofia da regido da zona de desenvolvimento,
principalmente devido a maior area de espermatogdnias dos foliculos F4 e F6, e que, ao longo

do tempo, confere o padrdo obpiriforme ao testiculo.

A agéo de piriproxifem sobre a morfometria do 6rgdo sexual masculino de E. heros é
estrutural, e consequentemente pode afetar a sua funcionalidade. Sabe-se que o piriproxifem
atua sobre o desenvolvimento e a estrutura interna da capsula testicular em Pentatomidae: a
acéo de piriproxifem CLso causou desestruturagédo e presenga de material indicativo de morte
celular em cistos de espermatozoides em Dichelopsmelacanthus, porém nenhuma alteragédo

pode ser observada nos ndcleos de células acessorias testiculares (CATs) (CREMONEZ et al.,



80

2017). Fragmentos de testiculo de Oryctesrhinoceros L. (Coleoptera: Scarabaeidae) incubados
invitro dependem da atividade de ecdisteroides e a presenca do tecido interno dos foliculos
para completar os processos de divisdo celular das células da linhagem espermatogénica
(JACOB, 1992). No mesmo estudo, o autor teorizou que uma atividade paracrina putativa do
tecido influenciava o desenvolvimento das células. Entretanto, esta acdo tem relacdo com a

presenca das CATSs no tecido conjuntivo testicular.

Alteracdes morfométricas em nucleos de CATs foram observadas apds aplicacdo de
IDCs da classe dos inibidores da biossintese de quitina (IBQs), buprofezina e lufenurom, em
testiculos de E. heros machos com 5 DAE (CREMONEZ et al., 2019). Os IBQs atuam sobre
o transporte vesicular intracelular que impede a atividade da enzima quitina sintetase
(MATSUMURA, 2010), um mecanismo diferente da acdo de piriproxifem, que por sua vez
desencadeia uma cascata de reacOes ao se ligar e modular receptores de HJ em um modo de
acdo primario (JINDRA et al., 2015). Entretanto, a acdo de piriproxifem produz uma reacao
generalizada em relacdo ao desenvolvimento estrutural, especialmente levando em conta a

atividade de HJ sobre a maturacédo de desenvolvimento do préprio sistema reprodutor.

Apesar da enorme quantidade de trabalhos sobre a acdo de HJ sobre a reproducéo de
fémeas, o entendimento sobre este horm6nio em machos ainda ¢ muito pouco documentado.
Grande parte dos estudos estdo associados com a atividade hormonal nas glandulas acessorias,
contudo, a sua principal funcdo é associada ao estimulo da reproducdo de fémeas durante a
copula (PARTHASARATHY et al., 2009). Entretanto, sabe-se que HJ intermedia relacdes
morfogenéticas indiretas entre diferentes tratos e sistemas fisiolégicos com o
desenvolvimento sexual masculino em determinadas espécies de insetos (FRY, 2006;
FLATT; KAWECKI, 2007; CONTRERAS-GARDUNO et al., 2011). Adicionalmente, sabe-
se que a ingestdo de metopreno, um analogo de HJ, promove um desenvolvimento mais
rapido de testiculos em BactroceratryoniFroggatt (Diptera: Tephritidae) (ADNAN; PEREZ-
STAPLES; TAYLOR, 2020). Neste sentido, as alteracbes observadas na estrutura e
desenvolvimento da céapsula testicular e nos nucleos de CATs de E. heros apds a exposi¢do
com piriproxifem podem estar relacionadas principalmente com os efeitos colaterais sobre o

desenvolvimento.

Em Pentatomidae, o processo reprodutivo e garantia de prole é uma caracteristica
mais importante que a propria aptiddo, viz. processos que levam ao surgimento de populagdes

resistentes & xenobioticos. Apesar disto, algumas populacBes deE. heros possui uma
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importante caracteristica de resisténcia, especialmente a inseticidas neurotdxicos e.g.
neonicotindides. Isto ocorre principalmente devido ao surgimento de haplétipos resistentes,
oriundos de duas linhagens principais na regido do Brasil (SOARES et al., 2018). Contudo, é
devido ao potencial reprodutivo que o inseto assume o status de praga-chave da cultura da
soja. Devido a esta caracteristica, a acdo de piriproxifem sobre a estrutura do sistema
reprodutor masculino de E. heros indica que o inseticida possui potencial para controle de

populacgdes infestantes do percevejo.

4.5 CONCLUSOES
Em termos reprodutivos, foi possivel concluir que fémeas adultas de E. heros sdo

mais sensiveis a piriproxifem em concentracdosubletal aplicado em quarto instar comparado
com machos. O inseticida causa alteracbes morfoldgicas e morfométricas no sistema
reprodutor em ambos 0s sexos, principalmente sobre a estrutura ovariana, desarranjo das
células nutridoras, aumento no tamanho dos odcitos basais no inicio do desenvolvimento
sexual, acompanhados de uma diminuicdo na espessura do epitélio folicular em fémeas, bem
como diminuicdo do tamanho e na forma da cépsula testicular e diminuicdo na area de

nucleos de células acessorias testiculares em machos.



82
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RESUMO

Euschistus heros é uma praga de grande importancia em muitas lavouras no Brasil, e
diferentes estratégias de controle, principalmente envolvendo produtos quimicos, sdo
atualmente avaliadas; contudo, os efeitos secundarios destes produtos quimicos sobre o
equilibrio dos niveis de elementos inorganicos na hemolinfa ainda sdo pouco estudados. Desta
forma, os objetivos deste trabalho foram determinar niveis de lipidios e carboidratos, bem
como de trés microelementos, Ni, Cu e Zn, na hemolinfa de E. heros adultos, apds aplicagdo
de piriproxifem sobre ninfas de 4° instar. Para isto, a hemolinfa foi coletada com capilar de
vidro e niveis de lipidios e carboidratos foram analisados pela reacdo positiva de vanilina e
antrona, respectivamente. Para analise de micro-elementos, a hemolinfa foi coletada com uma
agulha ultrafina e agrupada em um tubo de 2 mL e adicionado em discos de acrilico com Ga
como padrdo. Os discos de amostra foram entdo analisados em sistema de fluorescéncia de
raios-X por reflexdo total para leitura das concentracBes elementares. Lipidios sdo os
metabolitos energéticos majoritarios em E. heros, entretanto, a variacdo de carboidratos na
hemolinfa € mais sensivel a acdo de piriproxifem, independente do sexo. Em insetos ndo
tratados, foi possivel observar diferencas nos niveis de Ni e Zn entre machos e fémeas, mas
ndo em concentracdes de Cu. Ap6s a exposicao do inseticida, os niveis destes microelementos
foram varidveis. Esta variacdo observada em lipidios, carboidratos emicro-elementos
inorganicos pode estar associada a maiores modificagfes observadas na fisiologia causadas
pela atividade inseticida de piriproxifem nos estagios juvenis finais do percevejo.

Palavras-chave: Percevejo marrom-Neotropical, Substratos energéticos,Metaloenzimas,
TXRF — andlise de Fluorescéncia de Raios-X por Reflexdo Total

ABSTRACT

Euschistusherosis a pest of great importance in many crops in Brazil, and different control
strategies, mainly involving chemical products, are currently being evaluated; however, the
side effects of these chemicals on the balance of levels of inorganic elements in hemolymph
are still poorly studied. Thus, the objectives of this work were to determine levels of lipids
and carbohydrates, as well as three microelements, Ni, Cu and Zn, in the hemolymph of E.
heros adults, after application of pyriproxyfen on 4th instar nymphs. For this, the hemolymph
was collected with glass capillaries and levels of lipids and carbohydrates were analyzed by
the positive reaction of vanillin and antrone, respectively. For analysis of microelements, the
hemolymph was collected with an ultrafine needle and grouped in a 2 mL tube and added to
acrylic discs with Ga as standard. The sample discs were then analyzed in a Total Reflection
X-Ray Fluorescence spectrometer analysis to read the elements concentrations. Lipids are the
major energy metabolites in E. heros, however, the variation in carbohydrates in hemolymph
is more sensitive to the action of pyriproxifem, regardless of sex. In untreated insects, it was
possible to observe differences in Ni and Zn levels between males and females, but not in Cu
concentrations. After exposure of the insecticide, the levels of these microelements were
variable. This variation observed in lipids, carbohydrates and inorganic micro-elements may
be associated with greater changes observed in physiology caused by the insecticidal activity
of piriproxifem in the final juvenile stages of the stink bug.

Keywords: Neotropical-brown stink bug, Energetic substrates, Metalloenzymes, TXRF-Total
Reflection X-Ray Fluorescence analysis.
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5.1 INTRODUGAO
O desenvolvimento das caracteristicas bioquimicas de um organismo esta

relacionado com a concentracdo de elementos inorganicos na escala ecoldgica, em que
evoluiram e ajustaram sua adaptabilidade a esses fatores. Esse processo também permitiu que
determinados individuos tivessem uma capacidade de regulacdo dos componentes que lhe sdo
essenciais e/ou fazem parte de um meio adaptativo diferencial. Contudo, este mesmo fator
Ihes confere capacidade de ajuste da composi¢do quimica, como nos casos de contaminacéo,
muito comum em plantas e microrganismos (KABATA-PENDIAS, 2011). Contudo, devido
ao alto grau de diversidade das espécies de insetos existentes, ndo seria incomum considerar

que condicGes similares ocorrem a individuos deste grupo.

Os insetos, de uma forma geral, possuem uma alta capacidade de adaptacdo ao
ambiente em que estdo inseridos. Durante o desenvolvimento da Era Antropogénica, 0s
fatores de adaptacdo foram amplificados devido a grande modificacdo na paisagem ambiental
(HAWTHORNE, 1997). Fatores ligados a nutricdo dos insetos sdo essenciais para
determinacdo de componentes circulantes que lhes sdo assimilados (WATANABE et al.,
2007; SWANSON et al., 2016; MARCO; GADE, 2017).

Existem trabalhos para a determinacdo do balanco de elementos inorganicos em
sistemas bioldgicos de insetos-praga em funcdo de um fator que ocasiona o desequilibrio
(KOZLOV; HAUKIOJA; KOVNATSKY, 2000; PINHEIRO et. al, 2010; MANTUANO et
al., 2012). Entretanto, ainda sdo escassos os trabalhos que tratam da agdo de inseticidas

biorracionais,como os IDCs,sobre essa flutuacgéo.

Em Euschistus heros, sabe-se que piriproxifem, um analogo do horménio juvenil,
afeta niveis de macro-elementos, que possuem funcdes distintas e essenciais em diversas rotas
fisiolégicas do inseto (CREMONEZ et al., 2019). No trabalho em questdo, foi possivel
observar um aumento generalizado dos macro-elementos Ca, S, Cl, K e P, sendo este
incremento ainda maior em machos do que em fémeas. Contudo, no estudo, 0s micro-
elementos nao foram considerados. Desbalancos idnicos, causados por variagdes em macro- e
micro-elementos, podem estar associados com alteragbes na nutricdo dos insetos, como as
modificagdes evidenciadas no labirinto basal de células colunares e projecdes citoplasmaticas
de células caliciformes no intestino médio de Diatraeasaccharalis (PINHEIRO et al., 2010).

Isto, de uma forma geral, se relaciona com o desenvolvimento do inseto e pode afetar ainda
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diretamente uma gama de funcdes fisioldgicas distintas, como ja descritas com o desbalanco

de macro-elementos em E. heros.

InvestigacOes por andlises bioquimicas, principalmente dosagem de lipideos e
carboidratos na hemolinfa de percevejo, servem para elucidar inimeras lacunas existentes na

literatura quanto a atuacdo e regulagdo hormonal no sistema reprodutor de insetos.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a variagdo nos niveis de lipidios e
carboidratos, assim como de trés micro-elementos Ni, Cu e Zn na hemolinfa de E. heros

tratados com piriproxifem em concentragdosubletal.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Obtencdo De Insetos E Aplicacédo
Os insetos foram obtidos e tratados conforme metodologia descrita no Artigo A, itens

3.2.1 e 3.2.2, respectivamente.

5.2.2 Preparo E Andlise De Metabolitos Energéticos

Os insetos adultos vivos com 0, 5, 10 e 15 dias apds emergéncia foram isolados por
2h em frascos escuros com papel toalha umedecido. Apoés isto, uma pequena puncéo foi feita
na regido do pronoto e a hemolinfa foi delicadamente extraida com micropipeta de
capilaridade (0,5 pL), imediatamente adicionada em tubos de ensaio contendo 100 pl de acido
sulfurico PA e agitado vigorosamente para homogeneizacdo. Em seguida, foram conduzidas
andlises para determinar teores de lipidios e carboidratos, conforme metodologia proposta por
van Handel (19854, b).

Para medicdo dos teores de lipidios, foi realizado o método de espectrometria de
reagdo positiva da sulfo-fosfo-vanilina (SPV). Os tubos foram incubados em termobloco de
banho seco (100°C) por 10 min, e em seguida adicionado 1 mL de solugdo SPV (198 mg de
vanilina, 66,8 mL de H3POs, 33,2 mL de &gua destilada). As amostras foram mantidas em
escuro por 30 min antes da leitura em espectrofotometro a 546 nm de absorbéncia. Para
comparagdo, uma curva de calibracdo padrao foi realizada usando a mesma metodologia com

guantidades conhecidas de colesterol.
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Para medicéo de teores de carboidratos, foi conduzido o método de espectrometria de
reacao positiva de antrona. Em cada tubo, foi adicionada 2 mL da solucdo de antrona (120 mg
de antrona, 60 mL de H2SOs4, 30 mL de agua destilada), e posteriormente as amostras foram
incubadas em termobloco (100°C) por 8 min. Em seguida, as amostras foram mantidas em
escuro por 30 min antes da leitura em espectrofotobmetro a 585 nm de absorbéncia. Para
comparagdo, uma curva de calibracdo padrao foi realizada usando a mesma metodologia com

quantidades conhecidas de glicose.

5.2.3 Preparo E Anélise De Amostras Em TXRF
Para as andlises de micro-elementos, a hemolinfa dos percevejos adultos com 5 dias

apos emergéncia foi extraida conforme metodologia utilizada por Cremonez et al. (2019).
Cada inseto foi cuidadosamente alfinetado dorsalmente em placa de Petri com parafina sélida,
permitindo que pequenas incisbes fossem feitas no abdémen, de forma a evitar perfurar
qualquer oOrgdo ou tecido gorduroso. Através dos furos, a hemolinfa foi delicadamente
drenada por pressdo com agulha ultrafina (6 mm). As amostras coletadas foram agrupadas em
um tubo de 2,0 mL sobre um bloco de gelo.

A hemolinfa foi centrifugada em temperatura ambiente a 6000 rpm (HT® CM-610)
por trés minutos, e o plasma sobrenadante foi extraido. O material foi imediatamente levado
ao Laboratdrio de Fisica Nuclear Aplicada (LFNA) da UEL para analise de fluorescéncia de

raios-X por reflexéo total (TXRF).

Para a amostragem, uma aliquota de 10 puL do plasma extraido foi adicionada no
centro do disco acrilico de leitura (2 cm diam.) e posteriormente 10 pL de gélio (Ga)
solubilizado em &gua deionizada foi adicionado sobre cada amostra como padrdo interno de
leitura (PI). As amostras foram levadas a estufa em 60°C até a completa secagem e
prevaléncia do filme de leitura sobre a superficie do disco. As amostras foram analisadas em
um espectrofotdmetro de TXRF (S2 PICOFOX®, BrukerCorp.) com auxilio do software
Spectra PICOFOX v. 7.2.5. Os discos foram analisados antes da amostragem em um tempo de
leitura de 100 s, para subtracdo de qualquer elemento presente na superficie. A leitura das

amostras finais foi feita em triplicata, com um tempo de leitura real de 300 s.
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5.2.4 Andlise Estatistica
Os dados de ambos bioensaios foram previamente submetidos a teste de normalidade

de Shapiro-Wilk.Os valores de lipidios e carboidratos foram comparados entre machos e
fémeas, tratados e ndo tratados com piriproxifem, em cada tempo de andlise, sendo realizado
o teste t de Student para amostras ndo pareadas (p < 0,05). No total, para lipidios foram
avaliados 10 insetos por sexo por tratamento (n = 80), e para carboidratos foram avaliados 8
insetos por sexo por tratamento (n = 64).Para as amostras submetidas a quantificagéo de
micro-elementos, os dados finais de leitura foram submetidos a andlise de variéncia
(ANAVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Todo o0 processamento de
dados foi realizado com auxilio do software R® (R CORE TEAM, 2020).

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Metabolitos Energéticos
De modo geral, os niveis de lipidios na hemolinfa de E. heros aumentam de acordo

com o desenvolvimento do inseto adulto, sendo maiores inicialmente em fémeas e
estabilizando ao final do periodo de avaliagdo, e com uma tendéncia de aumento continuada

nos machos (Figura 5.1).

Os niveis de carboidratos aumentam expressivamente no inicio do desenvolvimento
adulto, e possuem uma tendéncia de estabilizacdo a partir dos 10 DAE. Diferentemente dos
lipidios, os niveis de carboidratos no final do periodo de avaliacdo em machos apresentam
uma queda (Figura 5.2).

Lipidios foram observados emmaior concentracdo que carboidratos, em uma
proporcdo média de 2:1. As fémeas apresentam maior concentracdo de metabolitos
circulantes, sendo observados valores maximos de lipidios de 25,37 pug pL?* em fémeas néo
tratadas aos 10 DAE, e de 27,44 pg puL™ em machos ndo tratados aos 15 DAE (Figura 5.1), e
picos de concentracdo de carboidratos aos 15 DAE, em torno de 12,57 pg uL* em fémeas ndo
tratadas aos 10 DAE, e 11,68 pg L™ em machos néo tratados aos 10 DAE (Figura 5.2).
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5.3.2 Micro-elementos
Os micro-elementos observados na hemolinfa de fémeas e machos de E. heros

adultos mostram uma desregulacéo geral em funcéo da acdo de piriproxifem em concentracao
subletal nos estagios terminais do periodo juvenil (Tabela 5.1), sendo possivel observar as

variacdes entre os tratamentos e entre os sexos (Figura 5.3).

De modo geral, Ni e Zn sdo os micro-elementos que foram diferentes em razdo do
sexo, sendo maiores concentragfes em machos. Contudo, os comportamentos de ambos foram
diferentes em funcdo da acdo de piriproxifem. Niquel foi reduzido em ambos 0s sexos,
demonstrando um padréo de reducdo similar para machos e fémeas. O micro-elemento que se
apresenta com maior gquantidade, independente do tratamento, é o Zinco. Este elemento €
mais de 20% maior em fémeas do que em machos ndo tratados, entretanto, os niveis sdo
reduzidos apés a aplicacdo do produto, sendo maior nas fémeas, de modo que machos tratados
possuem maior quantidade de Zn na hemolinfa em relacdo as fémeas tratadas. Cobre
apresenta-se como um micro-elemento de concentracdo similar em machos e fémeas néo
tratados, contudo, existe uma disparidade apds a exposi¢do dos insetos ao tratamento com
piriproxifem, sendo que a concentragdo aumenta na hemolinfa de machos tratados (>68%) e
diminui em fémeas (-16%) (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 Niveis de concentragdo (mg L™) de micro-elementos na hemolinfa de Euschistus

heros machos e fémeas tratados com piriproxifem em concentracao subletal

Controle Piriproxifem LCso

Micro-elemento agua destilada pura 0,688 mLi.a. L* p-valor
Fémea Macho Fémea Macho

Ni 0.59+0.48 ¢ 1.07+0.04 a 0.31+0.02 d 0.64+0.02 b 3.522x 10?°

Cu 0.75+¢0.01 b 0.77+#0.02 b  0.63+0.01 c¢ 1.30+0.03 a 1.421x10?°

Zn 4.32+0.03 a 3.56+0.05 b  2.94+0.08 d 3.40+0.02 c 7.325x10°

Nota:Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, p<0,05.
i. a. = ingrediente ativo. Padrio interno = Ga + 4gua deionizada = 10 pgmL . Ga = 10 p.p.m.
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Figura 5.3 Variagdo de concentracdo de micro-elementos em hemolinfa de machos e fémeas
de Euschistus heros tratados com concentracdo subletal de piriproxifem em estagio juvenil
final (N4).

5.4 DiscUssAO

5.4.1 Metabolitos Energéticos

As anélises de amostras de hemolinfa de E. heros apresentam uma proporgdo maior
de lipidios do que carboidratos. Esta correlacdo indica que os lipidios sdo os principais
substratos utilizados pelo inseto, conforme observado por Géade et al. (2004), em estudo
realizado com diferentes padrdes de dispersdo emNotonecta glauca L. (Hemiptera:
Notonectidae).As diferencas entre os niveis metabdlicos sdo relacionadas principalmente a
padrdes de dispersdo e respostas fisiologicas dependentes de material energético; insetos que
produzem longos intervalos de voo, e.g. migratdrios, naturalmente possuem um metabolismo
dependente de lipidio (MARCO; GADE, 2017), enquanto aqueles de voos esporadicos ou
curtos possuem uma preferéncia a carboidrato (ALVES et al., 2007), ou mesmo aminoacidos
como a prolina, o que é o caso de alguns Coleoptera (GADE; AUERSWALD, 2002). Em
insetos com padrdo misto de dispersdo, i.e., que apresentam voos longos e curtos, lipidios e
carboidratos sdo utilizados na mesma propor¢cdo, como as mariposas-praga da subfamilia
Heliothinae (Lepidoptera: Noctuidae)(JAFFE et al., 1988; JONES et al., 2019). Em E. heros,
os lipidios sdo importantes para garantir a qualidade do inseto ap6s o periodo de diapausa,

sendo mobilizado principalmente para aspectos relacionados a reproducé&o.
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Apesar dos niveis de carboidratos serem em média metade de lipidios, estes sdo 0s
metabolitos energéticos que mais variaram em E. heros apds a exposicdo a piriproxifem. A
concentracdo de carboidrato circulante também é reflexo da quebra de glicogénio presente no
corpo gorduroso, o0 que pode ocorrer quando a demanda por lipidio é muito alta (VAN DER
HORST; VAN DOORN; BEENAKKERS, 1978; ARRESE; SOULAGES, 2010). Contudo,
em alguns Heteroptera os niveis de glicogénio séo baixos em relacdo a reserva lipidica, sendo
ainda variavel de acordo com a dieta e dispersdo. Sabe-se que grande parte dos percevejos
fitéfagos (Hemiptera: Pentatomidae) possuem padrGes diversos de dispersao:
DichelopsmelacanthusDallas,é um inseto de voo rédpido e frequente, principalmente nos
periodos mais amenos do dia (SOSA-GOMEZ et al., 2014); NezaraviridulaL. e
PiezodorusguildiniiWestwood, podem se dispersar até 70 m, em condicbes de alta
temperatura, enquanto E. heros ¢ a espécie com menor capacidade de voo (SOSA-GOMEZ et
al., 2004). E possivel que, a partir deste comportamento, E. heros seja o percevejo fitofago
mais dependente de lipidios, sendo, portanto, 0 motivo que 0s niveis deste metab6lito foram

maiores e mais estaveis na hemolinfa.

Além do voo e demais estratégias de dispersdo, outros mecanismos requerem uma
alta demanda de energia dependendo da espécie de inseto, como reproducdo e diapausa
(GADE; AUERSWALD, 2000; GADE, 2009; MARCO; SIMEK; GADE, 2011). A diapausa
é o periodo de dorméncia reprodutiva onde o E. heroshiberna sob folhas secas no campo
durante os meses do inverno,assim, esta espécieapresenta esta estratégia adaptativa, na qual é
especializado em armazenamento de lipidios em diversos tecidos do corpo gorduroso, sendo
prontamente disponiveis no momento da nova safra (PANIZZI; HIROSE, 1995).

Fisiologicamente, a liberacdo enddgena de lipideos e carboidratos do corpo
gorduroso é regulada pelo horménio adipocinético (AKH), um neuropeptideo que apresenta
estrutura varidvel entre octa a decapeptideo, com as terminacdes bloqueadas em um
piroglutamato (-N) e uma carboxamida (-C), contendo determinados aminoécidos em partes
especificas, como Fen ou Tir na posi¢do 4, Trp na posicdo 8, e residuo de Gli na posicéo 9,
descrita para Manduca sexta L. (Lepidoptera: Sphingidae) com a seguinte natureza quimica
(sequéncia de aminoacidos): pGlu-Leu-Tir-Fen-Tir-Ser-Ser-Trp-Gli-NH>, (EDWARDS;
WEAVER; MARRIS, 2001).

Estudos com AKH sdo considerados de grande importancia na subordem

Heteroptera, pois estes insetos possuem grande mobilidade e, portanto, necessitam de muita
energia (KODRIK et al., 2010; GADE; MARCO, 2013). Além de estudos que associam a
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mobilidade geral como em voos e dispersdo, 0 AKH também tem atuacéo direta e indireta
com a reproducdo, pois esse processo depende do tecido adiposo para o desenvolvimento e
formacdo de componentes essenciais, como a vitelogenina (ZIBAEE; ZIBAEE; SENDI,
2011). A vitelogenina por sua vez é responsavel pela nutricdo do odcito, e sua concentracao
na hemolinfa esta diretamente ligada a fatores relacionados a idade de desenvolvimento, que
determina o volume da CC-CA e a concentracdo de HJ circulante (BUHLMANN, 1976), e em
resposta as alteragGes nos niveis de carboidratos e lipideos na hemolinfa (GADE; MARCO,
2009).Devido ao alto potencial proliferativo apos a diapausa seja um dos motivos pela maior
disponibilidade de lipidios observada na hemolinfa de E. heros.

Com relacdo a interacao de piriproxifem nos niveis de metabolitos energéticos de E.
heros, os principais resultados indicam a acdo do produto em fémeas com 10 e 15 dias de
idade, periodo de maior atividade sexual. Sabe-se, também, que o produto causa um aumento
em aminoacidos livres na hemolinfa de LeptinotarsadecemlineataSay (Coleoptera:
Chrysomelidae), associados com a degradacédo de proteinas, especialmente ligadas a diapausa
(Yl; ADAMS, 2000). Neste mesmo estudo, os niveis de lipidios também foram aumentados,
principalmente em fémeas, o que foi correlacionado com a crescente concentracdo de
vitelogenina. Piriproxifem também afeta negativamente medidas quantitativas e qualitativas
de hemdcitos circulantes na hemolinfa de Galleria mellonellaL. (Lepidoptera: Pyrallidae)
(SEZER; OZALP, 2015). De modo geral, as alteracGes nos niveis metabdlicos e proteicos da
hemolinfa de insetos tratados com analogos de HJ sdo consequéncias de seu processo sobre 0
desenvolvimento e sobre o desbalanco com ecdisterdide, que ultimamente regula funcdes
fisiologicas em larvas e adultos (ARIBI et al., 2006).Desta maneira, a acdo de piriproxifem
sobre os componentes energéticos de E. heros indica que modificaces na homeostase

hormonal, finalmente, afetaram a disponibilidade de carboidratos.

5.4.2 Micro-elementos
Niveis de micro-elementos séo varidveis na hemolinfa de E. heros apds a exposi¢édo a

piriproxifem. Em termos de niveis de macro-elementos, sabe-se que a flutuagdoocorre em
funcdo de um estresse fisioldgico, causado por fatores como o parasitismo (PINHEIRO et al.,
2010).Em estudo com piriproxifem subletal em E. heros sobre niveis demacro-elementos, foi
possivel observar umavariacdo uniforme, sendo que a exposi¢cdo ao produto causou um
aumento geral em P, K, S, Cl e Ca na hemolinfa (CREMONEZ et al., 2019). No mesmo
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estudo, os autores observaram que as variacdes foram diferentes entre fémeas e machos,
concluindo que a agdo do inseticida tinha relacdo com o sexo, isto é, pode ter afetado o

sistema reprodutor ou componentes fisiolégicos dimarficos.

Neste estudo, a acdo de piriproxifem sobre os micro-elementos foi variavel entre
machos e fémeas apenas na anélise de Cu, aumentando em machos tratados, o que indica um
desbalango especifico na homeostase deste elemento. Muitas familias proteicas sao
dependentes de Cu, como aschaperonas, responsaveis pelo controle em diferentes sistemas do
organismo, e.g. digestivo, reprodutivo e nervoso, com fungdes intercambidveis (HUA et al.,
2010). Outro exemplo de metaloproteina dependente de Cu séo as pro-fenoloxidases (PFOs),
tirosinases que, nos insetos, auxiliam no sistema imune humoral,esclerotizacdo e melanizagéo
de ferimentos, e em sua estrutura apresentam sitios de ligacdo de Cu. Sabe-se que a aplicagéo
de inseticidas desreguladores de crescimento afeta o desenvolvimento geral de percevejos,
sendo um dos sintomas de sua acao a deposicdo irregular de quitina na cuticula e diferentes
padrdes de melanizagdo, como acentuacdes nas articulagdes de pernas e diminui¢do da cor em
outras regides (MERZENDORFER, 2013; AGUERO; NEVES; CREMONEZ, 2014). A
correlacdo entre o aumento de Cu na hemolinfa de E. heros, observada ap6s a exposi¢do a

piriproxifem, com a resposta do sistema imunolégico, pode ser assunto para estudos futuros.

A maior concentracdo de Niobservada em machos adultos de E. heros,
indiferentemente do tratamento, pode estar associada com a circulagdo do elemento na
hemolinfa. Ni é altamente toxico para o sistema reprodutor de mamiferos (FORGACS et al.,
2012), assim como em insetos. Em Spodoptera litura, Ni provocou uma reducdo na
capacidade espermatica, no peso e volume de testiculos e um aumento nos niveis de
peroxidacao lipidica analisados em tecidos testiculares (SUN et al., 2016).Estudos sobre a
acumulacdo deste micro-elemento em érgdos especificos do percevejo, como em testiculos e
ovarios, poderdo ser conduzidos no futuro para identificar e correlacionar a atividade de

piriproxifem sobre os niveis de acumulacao e sequestro.

Além do modo de acdo classico de piriproxifem ligado ao agonismo com o horménio
juvenil, as deficiéncias de Zn causadas em E. herosfémeas e machos tratados podem indicar
uma  desregulacdo  hormonal indireta.Algumas  proteinas  conhecidas  como
metaloendopeptidases (MEP) dependem de Zn para realizar a clivagem de hormonios
especificos de insetos, como € o caso do AKH, que depende da MEP neprilisina para clivar a
ligacdo pepitidica Asn3-Phe* (TURNER; ISAAC; COATES, 2001). Adicionalmente, Zn (11) é
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componente estrutural de receptores acoplados as proteinas G (GPCRs), sitio que este e outros
horménios peptidicos se ligam para a ativagdo especifica (NAIR; JACKSON; GADE, 2001;
MUGUMBATE; JACKSON; VAN DER SPOEL, 2011).E possivel concluir que Zn é fator
limitante no desenvolvimento ninfal final de E. heros, eestudos mais aprofundados sobre a
atividade de AKH sobre percevejos tratados com este inseticida deverdo ser conduzidos no

futuro para correlacionar com as analises observadas.

Os dados com micro-elementosobservados em E. heros indicam que piriproxifem, de
uma forma direta e/ou indireta, possui atividade sobre rotas fisiol6gicas distintas, podendo
finalmente indicar que, além do modo de acdo classico, existe um efeito colateral do

inseticida na fisiologia do inseto.

5.5 CONCLUSOES
A concentracdo de lipidios e carboidratos na hemolinfa de E. heros é variavel entre

0s sexos, idades e tratamentos. Lipidio é o principal e mais resiliente metabdlito energético,
com maiores concentracOes relativas em fémeas recem-emergidas tratadas com piriproxifem,
e similar ao longo do desenvolvimento. A concentracdo de carboidratos é mais afetada pela
exposicdo com piriproxifem, sendo a maxima diferenca entre insetos tratados e nao tratados

aos 10 dias de idade adulta.

Os niveis de micro-elementos sdo varidveis entre machos e fémeas; Ni diminui
consideravelmente apds o tratamento com piriproxifem, assim como Zn, neste caso
especialmente em fémeas. A concentracdo de Cu € similar entre fémeas e machos nao
tratados, e aumenta em machos apds exposicao ao inseticida, indicando que piriproxifem pode

afetar vias fisioldgicas relacionadas ao sistema imunoldgico, endécrino e reprodutivo.

As alteracdes observadas nos componentes da hemolinfa de E. heros sdo respostas da
funcionalidade de diferentes sistemas fisioldgicos, associadas aos fatores como sexo, idade e
homeostase fisiologica, que ultimamente é afetada por efeitos diretos e indiretos da acdo de

piriproxifem.
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CONSIDERACOES FINAIS

Uma unica aplicacdo de piriproxifem em concentracdo subletal em ninfas de quarto
instar de Euschistus heros produz efeitos morfogenéticos e fisiologicos sobre adultos
remanescentes. As implicagcdes da acdo do inseticida ocorrem em diferentes proporcées de

acordo com o sexo e idade do inseto.

As alteracOes provocadas por piriproxifem devem ocorrer em decorréncia da agéo
direta e/ou indireta. De forma direta, piriproxifem liga-se a receptores especificos de
horménio juvenil (HJ) (e.g.: Met, Gce) e desencadeia a cascata de reagcdes subsequentes, de
maneira ndao controlada pelo organismo, levando a distarbios sobre a fisiologia do percevejo.
Indiretamente, a atividade de piriproxifem interfere sobre o desenvolvimento ninfal final,

consequentemente afetando a qualidade biol6gica do inseto adulto.

Assumindo-se os dois fatores como corretos, a acdo de piriproxifem afeta a
homeostase de HJ e causa um desequilibrio hormonal em estdgios criticos de
desenvolvimento do percevejo, comprometendo funcdes bioldgicas importantes, como
reproducdo e dispersdo, que determinam o status de praga a E. heros. Desta maneira,
piriproxifem pode ser uma importante ferramenta para a supressdo de populacdes infestantes

de percevejos-praga, e sua incorporacdo no manejo de controle deve ser avaliada.
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