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RESUMO

SANTOS, Helen Cristina PintdM.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Marco de
2013. ESPERMATOGENESE NO PERCEVEJO PODISUS NIGRISPINUS
TRATADO COM O BIOINSETICIDA AZADIRACTINA Orientador: José
Lino Neto. Co-Orientadoras: Uyra dos Santos Zama e Maria do Carmo Queiros
Fialho

Percevejos predadores, especialmente da familia Pentatomidae, sado inimigos naturais
muito utilizados em programas de controle biolégico. O presente estudo buscou avaliar
se 0 contato tépico do predadBodisus nigrispinuscom azadiractina em baixas
concentracdes causa alteracdes em sua morfologia testicular e espermatogénese. Foi
aplicado 1 pL de azadiractina contendo 30 ppm (@@nL) sobre o escutelo de 20
adultos recem emergidos e 30 ninfas de terceiro instar logo ap6s a muda. Os tratamentos
controle foram feitos usado agua destilada e etanol absoluto. Apds a emergéncia das
ninfas em adultos, os machos foram divididos em trés grupos (I, Il e 1ll) de 10 insetos
cada. Os testiculos dos percevejos do gidpoam dissecados 24 h apds a emergéncia,

do grupo Il ap6s 7 dias e do grupo Il apds 15 dias. Dos 20 adultos tratados, 10 tiveram
seus testiculos dissecados com 7 dias e outros 10 com 15 dias. O material foi
processado para microscopia de luz e cortes de 1 um de espessura foram corados com
hematoxilina e azul de toluidinaNa morfologia geral dos testiculos ean
espermatogénese &e nigrispinusnao se observou diferenca entre os grupos tratados e
controle. As espermatogdnias apresentam formato esférico e um grande nucleo com um
nucléolo evidente adjacente ao envelope nuclear e 0s espermatdcitos apresentam um
grande nucleo com cromatina granular e homogeneamente distribuida. As espermatides
iniciais apresentam nucleo arredondado, com localizacéo periférica e menor que aquele
dos espermatocitos. Concomitantemente a condensacdo da cromatina, 0 acrossomo
comeca a ser formado e, no polo oposto, o complexo mitocondrial e o axonema
alongam-se. ApOs esse processo tem-se 0 espermatozoide formado. Portanto, estes
resultados sugerem que. nigrispinuse o bioinsecitcida azadiractina apresentam

potencial para semusados em concomitancia no Manejo Integrado de Pragas.



ABSTRACT

SANTOS, Helen Cristina Pintdv.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March 2013.
SPERMATOGENESIS OF THE STINKBUG PODISUS NIGRISPINUS
TREATY WITH BIOPESTICIDE AZADIRACHTIN.  Adviser: José Lino Neto.
Co-Advisers Uyra dos Santos Zama and Maria do Carmo Queiros Fialho

Bedbugs predators, especially of the Pentatomidae family, are natural enemies very
used in biological control programs The present study aimed to evaluate if the topical
contact of the predatdPodisus nigrispinuswith azadirachtin at low concentrations
causes alterationa testicular morphology and spermatogenesis. Was applied 1 pL de
azadirachtin containing 30 ppm (30g / ml) on the scutellum of 20 newly-emerged
adults and 30 third instar nymphs after molting. The control treatments were made used
distilled water and absolute ethanol. After emergence of nymphs on adult, males were
divided into three groups (I, Il and Ill) of 10 insects each. The testes of stinkbugs from
group | were dissected 24 houres after emergence, from group Il after  days after
emergence and group after 15 days after emergence. Out of the 20 adults treated, 10
had their testes dissected with 7 days and another 10 with 15 days. The material was
processed for light microscopy and sections of 1 mm in thickness were stained with
hematoxylin and toluidine bludn the P. nigrispinustestis general morphology and
spermatogenesis was the same between the treated and control groups. No difference
was observed between the treated and control groups. The spermatogonia have spherical
shape and a large nucleus with a evident nucleolus adjacent to the nuclear envelope and
the spermatocytes have a large nucleus with a granular chromatin homogeneously
distributed. Early spermatids have rounded nuclei, smaller than spermatocytes ones, and
with peripheral locationConcurrently with the chromatin condensation, the acrosome
begins to be formed, and in the opposite pole, the axoneme and mitochondrial complex
become longerAfter this process the sperm has been formed. Therefore, these results
suggest thaP. nigrispinusand bioinsecitcida azadirachtin have potential to be used

concomitantlyin Integrated Pest Management.
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1. Introducao

1.1 Espermatogénese

O aparelho reprodutor masculino ledisus nigrispinugpresenta dois testicujos
se localizano inicio da regido abdomimapossui uma membrana caracterizada pela
presenca de pigmentos vermelhos. Eles s&do arredondados ou sutiimente ovais e
compostos por seis foliculos cada, sendo dois destes atrofiados e localizados na periferia
em corte longitudinal (Lemast al, 2009.

Dentro desses testiculos sado produzidos dois tipos de espermatozoides com 170
um e 205 umde comprimento(Araujo, 2Q1Pplimorfismo dos espermatozoides,
caracterizado por gametas com tamanhos distintos,foi retratado em outras quatro
espécies de Pentatomidae (Bowen, 1922; Schrader & Leuchtenberger, 1950; Aradujo,
2011).

O desenvolvimento das células gaméticas masculinas € denominado
espermatogénese e ocorre dentro dos foliculos testiculares. Em insetos
espermatogénese € cistica, pois a diferenciacdo das células-tronco em células
germinativas adultasocorre dentro de uma area (cisto) delimitada por células néo
germinativas,as células cisticas. Esse processo é sequencial e a primeira etapa tem
inicio no apice do foliculo pela divisdo assimétrica das células-tronco, originando tanto
células-tronco novas quanto espermatogonias (Dumser, 1980).

As espermatogbnias séo células grandes e esféricas com nucleos polimérficos
que apresentam nucléolo proeminente. Por meio de uma série de divisbes mitbticas,
cujo numero de divisbes € -caracteristico de cada espécie, estas formardo o0s
espermatocitos (Hoage & Kessel, 1968;Cruz-Landim, 2004; Goterdly 2012). Os
espermatécitos permanecem interligados por pontes citoplasmaticas reforcadas por
anéis de actina.Eles possuemnucleo esfédom cromatina difusa e um citoplasma
pobre em organelas com polirribossomos e mitocéndrias esféricas. Além disso, o
citoplasmaapresenta um centrossomo adjacente a membrana plasmatica (Hoage &
Kessel, 1968; Cruz-Landim, 2004; Gottartal, 2012).

Assim que o numero de espermatoécitos por cisto, tipico da espécie, é atingindo,
ocorrem as divisbes meioticas, resultando na formacdo das espermatides. Apos
formadas, as espermétides passam por varias modificacbes morfoldégicas que as

transformam em espermatozoides, processo denominado espermiogénese. As



espermatides iniciais sdo células globulares com nucleo central, com um nucléolo e uma
cromatina difusa(Cruz-Landim, 2004; Klowden, 20Gbttardoet al., 2012).

A medida que a espermiogénese avangaas seguintes transformacdes @correm:
acrossomo se forma pela unido de vesiculas liberadas a partir do complexo de Golgi; o
ndcleo comeca a apresentarforma afilada com cromatina cada vez mais compactada; as
mitocondrias se fundem formando uma estrutura denomimselzenkern que
posteriormente se divide formando os dois derivados mitocondrias que se alongarao a
medida que o flagelo é formado; o axonema é formado a partir de um centriolo e &
caracterizado por um arranjo microtubular 9 + 9 + 2, que € uma organizacao
microtubular convencional para insetos pterigotas. Por fim, todas as estruturas das
espermatides se alongam,o citoplasma excedente é eliminado, termimando
diferenciacdo celular com a formacdo do espermatozoide (Hoage & Kessel, 1968;
Gonza'lezt al, 1998; Cruz-Landim, 2004; Klowden, 2007).

Assim sendo, células gaméticas masculinasmaduras sdo constituidas na regido de
cabeca pelo acrossomo e nucleo e na regido de cauda pelos dois derivados mitocondriais
e 0 axonema. Os espermatozoides recém formados deixam os testiculos através dos
ductos deferentes e ficam armazenados na vesicula seminal até a copula, durante a qual
eles séo transferidos para o trato reprodutor feminino (Dumser. 1980; Klowden, 2007,
Chapman, 1998

1.2 Podisus nigrispinus e Neem

Em vista dos impactos causados com a utilizacdo apenas do controle quimico,
programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) vem sendo utilizados para reduzir as
infestacfes das culturas através de um método integrado, que prevé a morte das pragas
por meio de inimigos naturais. Esses programas visam a minima interferéncia possivel
nos agrossistemas e culturas florestais (BtwageBrandéo, 2000).

Dentre os métodos do MIP de controle mdltiplo das pragas que vem ganhando
destaque esta o controle biologico. Este associa 0 manejo de organismos benéficos,
como inimigos naturais, com o0 uso concomitante de bioinseticidas letais as pragas e
presumidamente inofensivos aos inimigos naturais. Na pratica, o controle biologico
dentro do MIP visa que 0s inimigos naturais sejam aptos a persistirem nas plantacoes
promovendo um eficaz controle de pragas (Metcalf & Luckmann, 1994).

Percevejos predadores, especialmente os pentatomideos, sdo inimigos naturais

utilizados em programas de controle bioldgico, pois séo generalistas, alimentando-se de



insetos praga de diferentes ordens que atacam diversos sistemas agricolas e florestais. A
presenca desses inimigos naturais nas culturas tem grande impacto, causando uma
consideravel reducdo nas populagfes de insetos praga ( Zaetaigic994).

Dentre esses percevejos, o predador zoofitéfagdisus nigrispinugontribui
de forma eficaz para o combate de pragas, pois € um dos principais predadores de
lepidopteros desfolhadoresa rregido Neotropical. Assim como outros percevejos
predadores da subfamilia Asopinae, o ciclo de vidR.duogrispinusapresenta a fase de
ovo, cinco estadios ninfais e a fase adulta, sendo predador a partir do segundo estadio
larval (Torreset al, 2006).

Podisus nigrispinusocorre naturalmente em varios ecossistemas agricolas e
florestais (Torre®t al. 2006) como, por exemplo, culturas de algodao (Medeiras,

1998), de tomate (Torrextal., 1996; De Clercq, 2000; Vivaet al, 2002) e de soja
(Grazia & Hildebrand, 1986), bem como em areas de reflorestamentdicuse
eucalipto (Zanunciet al, 1994).

O Manejo Integrado de pragas com o uso do predadaorgrispinus assim
como 0 uso de outros inimigos naturais, torna menos impactante a intervencdo humana
no controle de pragas. Entretanto, sdo raros os casos que sO o controle biologico natural
é suficientemente eficaz no combate a pragas sem utilizacdo simultanea de inseticidas
(Degrandeet al, 2002). Uma alternativa proposta para minimizar os problemas
relacionados ao uso de inseticidas € a utilizacdo de compostos quimicos seletivos. A
seletividade ocorre quando a substancia consegue controlar a praga alvo, mas
causandoimpacto minimo sobre os outros componentes do ecossistema (Soares &
Busoli 2000, Degrandet al.,2002).

Neste contexto, o uso do bioinseticida seletivo azadiractina (popularmente
conhecida como Neem ou Nim) tem destaque. Essa substancia pode afetar os insetos de
véarias formas: (1) diminuindo a ingestdo de alimentos ao bloquear os receptores que
respondem a fagoestimulos; (2) inibindo o crescimento larval, por impedir as mudas, ou
levando a ma formacdo por interromper a sintese ou bloquear a liberacdo dos
hormonios; (3) reduzindo a viabilidade dos ovos por alterar as concentracdes dos
ecdiosterdides e do horménio juvenil e; (4) provocando efeitos celulares como perda do
tdbnus muscular, bloqueio da divisdo celular de células gaméticas masculinas e da sintese
de proteinas em varios tecidos, incluindo enzimas digestivas (Chapman, 1974; Dethier,
1982; Shultz & Schluter, 1984;MorduelLuntz & Blackwell, 1993; Mordue - Luntz,

2000).



A azadiractina tem se mostrado adequada para o0 uso no Manejo Integrado de
Pragas, pois 0s vertebrados e varios inimigos naturais apresentam baixa sensibilidade a
esse composto, caracteristica que o torna pouco prejudicial ao ambiente. Como essa
substancia ndo causa a morte imediata da espécie praga,hd uma diminuicdo na
probabilidade de individuos resistentes serem selecionados. Além disso, ja que a acéo
desse composto € mais eficaz por ingestdo do que por contato, isso favorece a
eliminacdo dos insetos praga e garante a predacao concomitante pelos inimigos naturais
(Condor Golec, 2007).

Entretanto, para se presumir o sucesso do Neem no MIP, os inimigos naturais
nao podem ser imediatamente afetados ao entrarem em contato com plantacdes tratadas.
Assim, entender o processo de desenvolvimento desses inimigos naturais, apos a
exposicdo ao pesticida, ajuda a entender se, e como, essas substancias poderdo ser
usadas para complementar programas de controle bioldgico (Evangebsta. J2002;
Gonringet al, 2003). Um dos aspectos relevantes que precisa ser esclarecido é de que
forma esses bioinseticidas afetam a reproducdo dos inimigos naturais (Fernandes,
2002), visto que, a habilidade de produzir gametas funcionais é essencial a

sobrevivéncia da espécie.

2. Objetivo

2.1 Objetivo gerat
Avaliar se o contato tépico do predadrnigrispinuscom a azadiractina causa

alteracdes em sua morfologia testicular e na espermatogénese.

3. Material e métodos

3.1. Obtencéo dofodisus nigrispinus

Podisus nigrispinugoram obtidos da criacdo massal mantida no Laboratorio de
Controle Bioldgico de Insetos do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria
(BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa, Minas Gerais, Brasil. No
local, os animais sdo criados a 25 °C, umidade relativa de 70%, fotofase de 12 horas
(claro e escuro) e sdo alimentadad libitum com pupas deTenebrio molitor

(Coleoptera: Tenebrionidae).



3.2. Preparo e aplicacao da solucao de azadiractina

Para adultos e ninfas

A dose comercial da azadiractina (Azafa& 12 g de ingrediente ativo/L. Esta
foi diluida em etanol absoluto para 3@/mL (30 ppm). Em seguida, 1 pL dessa
solucdo foi aplicado sobre o escutelo de adultos e ninfas de terceiro (star
tratamentos controle foram realizados um com etanol absoluto e outro com agua

destilada.

3.3. Delineamento experimental

Imediatamente apds cada muda, bem como apdés a emergéncia do adulto, o
percevejo apresenta coloracdo avermelhada, escurecendo no tempo maximo de uma
hora. Para uma aplicacdo e absorcdo padronizadas, todos os percevejos utilizados no
experimento foram tratados durante o periodo de coloragdo avermelhada.

Ninfas: 30 ninfas de terceiro instar receberam aplicacdo tépica de azadiractina.
Apoés a emergéncia, os individuos foram divididos em trés grupos contento 10 insetos
cada. Os testiculos dos percevejos do grupo 1 foram dissecados 24 h apds a emergéncia,
do grupo 2 apos 7 dias e do grupo 3 apds 15 dias. Nos tratamentos controle, para cada
grupo, foram dissecados testiculos de cinco individuos tratados com etanol absoluto e
cinco com agua destilada.

Adultos: 20 adultos foram expostos a azadiractina logo apés a emergéncia. 10
individuos tiveram seus testiculos dissecados com 7 dias da fase adulta, enquanto os
outros 10 com 15 dias. Os intervalos de dias entre tratamento e dissecagao
compreendem o tempo necessario para ocorrer o amadurecimento sexBal do
nigrispinus (Zanuncio et al., 1992). Nos tratamentos controle, para cada intervalo,
foram dissecados testiculos de cinco individuos tratados com etanol absoluto e cinco
com agua destilada.

3.4. Histologia dos testiculos

Os testiculos foram dissecados em solugdo tampéao fosfato de sédio a 0,1 M, pH

7,2, fixados por 1 a 2 h em solucdo de glutaraldeido 2,5% nesse mesmo tampao. Apos a



fixacdo foram lavados por duas horas no mesmo tampédo, desidratados em série
alcodlica crescente a 30, 50, 70 e 90% (15 minutos cada) e depois em dois banhos de 10
minutos cada em &lcool 100%. As amostras foram infiltradas, a temperatura ambiente,
em dois banhos de 4 h cada, sendo o primeiro com uma mistura de historesina e alcool
(1:1) e o segundo com historesina pura. O material foi incluido em historesina acrescida
do endurecedor em moldes de silicone que foram colocados em placas de Petri e
mantidos em temperatura ambient®rtes semifinos com 1 um de espessura foram

obtidos em microtomo Leica RM 2155 com navalhas de vidro. Estes foram transferidos
para laminas histolégicas, as quais foram colocadas em placa aquecida a 50 °C por 15
minutos para que os cortes ficassem distendidos e aderidos a lamina. Os cortes foram
corados com hematoxilina de Harris por 15 minutos, lavados em agua corrente por 10
minutos, corados com azul de toluidina por 30 segundos e lavados rapidamente em agua
de torneira. Para protecdo dos cortes, laminulas foram aderidas as laminas usando

Entellar® (Merck Millipore) como meio de montagem.
4. Resultados

A morfologia geral dos testiculos e a espermatogénes®odisus nigrispinus,
quando observados a microscopia de luz, se mantiveram idénticas entre 0s grupos
tratados e controles (Figs 1 e As fases da espermatogénese seguem a mesma
cronologia de eventos, sem adiantamento ou atraso das etapas. Cistos que estdo na
mesma fase quando comparando foliculos de individuos tratados e n&o tratados
apresentam células com morfologias idénticas.Os cistos mais jovens se localizam
proximos aaapice folicular, enquantoaqueles em fases mais adiantadas da
espermatogénese estdo nas por¢cdes mais proximas ao ducto deferente (Figs 1A e 2A).
Todos os foliculos apresentavam-se funcionalmente ativos produzindo espermatozoides
(Figs 1A e 2A).

Como néo foram observadas diferencas na espermatogénese entre 0S grupos
tratados e controles, elas &erdescritas juntas. No inicio do processo, as
espermatogbnias estdo localizadas no apice do foliculo. Essas células apresentam
formato esférico e um grande nucleo com um nucléolo eviégaadmcente ao envelope
nuclear (Figs 1B e 2B).

Apobs seis ciclos de divisbes mitéticas, as espermatogdnias entram em meiose,

caracterizandosua diferenciacdo em espermatécito | (Figs 1C e 2EHes



espermatocitos apresentam um grande nucleo com cromatina granular e
homogeneamente distribuida (Figs1lD e 2D). O citoplasma ocupa uma pequenaérea e se
mostra mais basdfilo do aquele da espermatogonia.

Ao fim da meiose | tem-se 0s espermatocitos I, os quais, apés a meiose Il, daréo
origem as espermatides iniciais (Figs 1E-I e 2E-H). Estas apresentam nucleo
arredondado, com localizacéo periférica e menor que aquele dos espermatocitos.

J& naespermatide inicial a cromatina comecasua compactacdo com distribuicéo
irregular de alguns pontos mais densos. Ao mesmo tempo, no citoplasma, aparece uma
regido menos corada que corresponde as mitocondrias fundidas, denominadas complexo
mitocondrial onebenkerr(Figs 1E, F e 2E, F).

Em seguida, a cromatina apresenta pontos de compactacdo mais densos
distribuidos na periferia do nudcleo (Figs 1F-H e 2H). Concomitantemente a
condensacdo da cromatina, 0 acrossomo comec¢a a ser formado e, no polo oposto, 0
complexo mitocondrial (Figs 1I, H e 2G) e o axonema along@ankm seguidap
complexo mitocondrial se divide em dois, sendo agora denominado derivados
mitocondriais, que continuam a se alongar juntamente com os demais elementos do
flagelo (Figs 11 e 2G).

Os derivados mitocondriais jano inicio apresentam pontos mais corados
distribuidos de forma homogénea. A medida que eles se alongam o0s pontos se
organizam em linha ao longo do centro dos derivados (Figs 1G-I e 2G, H). A medida
gue as espermatidesavancam no seu desenvolvimento, o ndcleo apresenta-se cada vez
mais afilado, com a cromatina homogeneamente compactada, e o0 citoplasma
praticamente ausente (Figs 1M, N &, Zinalmente sdo formados os espermatozoides

gue migram para o ducto deferente, onde permanecem até a copula.



do grupo controle, mostrando os foliculos testiculares (A) e o processpatmatogénese (B-M). Em A: n- nlcleo e

c- cisto. Em (B-N): n- nicleo, dm- derivado mitocondrial, seta- divishidacee asterisco- nucléolo. Barras: (A) & 5

pme (B-N) =2,0 um



Figura 2. Fotomicrografias de luz do testiculo d& nigrispinus tratados com AzadiractingA-J). Seccles
longitudinais do grupo tratado, mostrando os foliculos testiculares ¢4)recesso de espermatogénese (B-J). Em
(B-J): n- ncleo, dm- derivado mitocondrial, seta- diviséo celular e astemisciéolo. Barras: (A) = 50 um e (B-J) =
2,0 um.



5. Discussao

bY

A sensibilidade a azadiractina varia muito entre as ordens de insetos.
Apreservacdo da morfologia testicular &e nigrispinus na dosagem de 30 ppm
corrobora com a observacdo de que efeitos de intoxicagdo em Hemiptera surgem na
dose de 100-600 ppm. Por outro lado, em Lepidoptera a intoxicagdo surge na dose de
<1-50 ppm, confirmando a alta sensibilidade das espécies dessa ordernceangststo
(Mordue—Luntz & Nisbet, 2000).

Autores como GripWall (1999) afirmam que a diferenca de sensibilidade dos
insetos a esse composto, torna a azadiractina um bioinseticida seletivo, podendo devido
a isso ser usado junto com inimigos naturais no Manejo Integrado de Pragas (MIP).

Ja é bem estabelecido que baixas concentracdes de azadiractina prejudicam o
sistema reprodutor e a espermatogénese de certos insetos. Esse fenbmeno de alteracfes
na reproducao foi reportado por Lint@t al. (1997) em machos do inseto praga
gafanhoto-do-desert&¢histocerca gregarja Edes autores observaram uma reducao
nas dimensdes testiculares e a interrupcdo da divisdo meiotica darargfase,
levando a ndo producdo de espermatozoides nesse gafanhoto. Essa interrupcdo da
meiose na espermatogénese pode ocorrer por interagdo da azadiractina com 0s
microtubulos durante a metéfase, impedindo assim, a separacdo dos Cromossomos
homologos pelos microtabulos do fuso mitético (Mordue-Luntz & Nisbet, 2000).

Além disso, Shimizu (1988) observou a ocorréncia de degeneracdo dos
espermatécitoem machos deMamestra brassica€lLepidoptera) em diapausa quando
esses eram expostos a apenas 3 ppm de azadiractina. E em testid¢ddbsraleis
littoralis (Orthoptera) submetidos a doses de 25 ppm de azadiractina houve degeneracéo
de espermatides, presenca de vacuolos na matriz e desorganizacdo dos feixes de
espermatozoides (Ghazagtial 2007).

Apesardas alteracbes morfologicas nas células germinativas ao longo da
espermatogénese seremconservadas entre algumas ordens de insetos, estes resultados
mostram que existe umadiversidade na fisiologia reprodutiva, pois a concentragao de
30ppm de azadiractina ndo alteraproducéo de espermatozoides Bmnigrispinus
sendo completamente preservado o processo espermatogénetico.

Esta conservacdo das funcdes reprodutivas Pemmigrispinus tratados com

azadiractina esta de acordo com resultadosobtidos em laboratério mostrando que



machos tratados apresentam a mesma capacidade de fertilizacdo de ovos que machos
nao tratados (Mourao, 2008).

Além dissc provavel que espermatozoides de alguns insetos sé sejam sensiveis a
azadiractina quando esta encontrar-se em altas concentracdes durante alguns estagios
especificos do desenvolvimento destes (Nethsdt 1996).

Portanto, visto que o predader nigrispinusé eficaz para o controle natural de
insetos praga (Zanunciet al 1994) e possui sua morfologia testicular e
espermatogénese preservadas ao ter contato com a azadiractina, essa substancia ¢ uma
opcéao a ser utilizada em projetos de Manejo Integrado de Pragas em concomitancia com

a liberacdo desse inimigo natural na cultura.
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