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RESUMO

LIMA, Barbara Soares Amoroso, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2023.
Efeitos de inseticidas no aparelho digestivo de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) e seu predador Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae). Orientador:
José Eduardo Serrao.

A lagarta desfolhadora Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) é uma praga
da soja. O controle desse inseto enfrenta, entre outros desafios, a ocorréncia de populacdes
resistentes a diferentes inseticidas, sendo necessdria a busca por novos agentes quimicos. A
abamectina € um inseticida neurotoxico que causa paralisia muscular e a flupiradifurona
pertence ao novo grupo butenolidas, causando hiperexcitabilidade nos insetos. O presente
estudo avaliou o potencial da abamectina e flupiradifurona no controle de lagartas A.
gemmatalis e em seu predador Podisus nigrispinus. Para 1sso, fizemos a exposicao das lagartas
as concentracoes previamente estabelecidas e a partir das andlises estatisticas foram
determinadas as concentracoes letais (CL) de ambos os inseticidas. As curvas de sobrevivéncia
foram estabelecidas a partir da exposi¢ao das lagartas as concentracdes letais. O efeito anti-
alimentar foi analisado a partir da exposi¢do das lagartas as folhas de soja tratadas com CLso.
Os testes de histopatologia e citotoxicidade foram realizados apds exposi¢do das lagartas e de
seu predador a dieta contaminada com concentragdo letal (CLoo). A abamectina € toxica para a
lagarta e causa efeito anti-alimentar diminuindo o consumo foliar e promovendo danos nas
células do intestino médio, incluindo desorganizacdo da borda estriada epitelial e das células
caliciformes, formacdo de vacuolos autofagicos nas células digestivas, degeneracao da matriz
peritrofica, acumulo de mitocondrias de diferentes formas e fragmentos celulares liberados no
limen do intestino que mostram ser indicativos de morte celular. Alteracdes na morfologia do
epitélio intestinal das lagartas foram observadas como, presenga de protrusdes citoplasmaéticas,
vacuolizagdo, degradagdo da borda estriada de acordo com os tempos de exposi¢ao. As lagartas
expostas por 24 horas mostraram ter uma possivel resposta de recuperacdo do tecido. No
intestino do percevejo houve alteragao do epitélio como desorganizacao, intensa vacuolizacao
e condensagdo da cromatina nuclear das células digestivas. Maior quantidade de carboidratos
nos trofécitos, maior didmetro e quantidade de gotas lipidicas citoplasmaticas foram observados
em percevejos expostos ao inseticida comparado ao controle. A quantidade de proteinas ndo
diferiu em relacao ao controle. Esses resultados mostram que a abamectina e a flupiradifurona

sdo toxicas para as lagartas reforcando seu potencial no controle dessa praga. Entretanto, os



efeitos causados pela flupiradifurona em seu predador, podem indicar baixa seletividade dessa

substancia.

PALAVRAS-CHAVE: Citotoxicidade. Controle de pragas. Efeito indireto. Histopatologia.

Lagarta-da-soja. Predador. Sistema digestivo. Toxicidade.



ABSTRACT

LIMA, Barbara Soares Amoroso, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2023. Effects
of insecticides on the digestive tract of Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)
and its predator Podisus nigrispinus (Hetteroptera: Pentatomidae). Adviser: José Eduardo
Serrao.

The defoliator caterpillar Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) is a soybean
pest. The control of this insect faces, among other challenges, the occurrence of populations
resistant to different insecticides, requiring the search for new chemical agents. Abamectin is a
neurotoxic insecticide that causes muscle paralysis and flupyradifurone belongs to the new
butenolides group, causing hyperexcitability in insects. The present study evaluated the
potential of abamectin and flupyradifurone in the control of A. gemmatalis caterpillars and its
predator Podisus nigrispinus. For this, we exposed the caterpillars to previously established
concentrations and based on the statistical analyzes, the lethal concentrations of both
insecticides were determined. Survival curves were established from exposure of caterpillars to
lethal concentrations. The anti-feeding effect was analyzed from the exposure of caterpillars to
soybean leaves treated with lethal concentration (LC50). Histopathology and cytotoxicity tests
were performed after exposing the caterpillars and their predator to a diet contaminated with
lethal concentration (LC90). Abamectin is toxic to the caterpillar and causes an anti-feeding
effect by decreasing leaf consumption and promoting damage to midgut cells, including
disorganization of the epithelial striated border and goblet cells, formation of autophagic
vacuoles in digestive cells, peritrophic matrix degeneration, accumulation of mitochondria of
different shapes and cell fragments released into the lumen of the intestine that are shown to be
indicative of cell death. Changes in the morphology of the intestinal epithelium of the
caterpillars were observed, such as the presence of cytoplasmic protrusions, vacuolation,
degradation of the striated border according to the exposure times. Caterpillars exposed for 24
hours showed a possible tissue recovery response. In the bug's gut there was alteration of the
epithelium such as disorganization, intense vacuolization and condensation of the nuclear
chromatin of the digestive cells. Higher amount of carbohydrates in trophocytes, larger diameter
and amount of cytoplasmic lipid droplets were observed in bugs exposed to the insecticide
compared to the control. The amount of protein did not differ from the control. These results
show that abamectin and flupyradifurone are toxic to caterpillars, reinforcing their potential to
control this pest. However, the effects caused by flupyradifurone on its predator may indicate

low selectivity of this substance.



KEYWORDS: Cytotoxicity. Pest control. Indirect effect. Histopathology. Soybean

Caterpillar. Predator. Digestive system. Toxicity.
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1. INTRODUCAO GERAL E REVISAO BIBLIOGRAFICA

Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae) popularmente
conhecida como lagarta-da-soja, é uma espécie de clima tropical e subtropical com ampla
distribuicdo, ocorrendo desde os Estados Unidos da América até a Argentina. No Brasil, sua
distribuicdo abrange do sul de Goids e Mato Grosso até Rio Grande do Sul (Abot et al., 1996;
Sosa-Goémez, 2004).

As lagartas sdo capazes de causar danos que vao desde o desfolhamento até a
destruicdo completa da planta. Dessa forma, o preenchimento das vagens e o desenvolvimento
dos graos sdo comprometidos devido a diminui¢@o da drea foliar responsdvel pela fotossintese.
As lagartas representam risco a produ¢do mesmo em baixas densidades populacionais. Portanto,
€ importante o estudo de seu comportamento e método de controle (Praca et al., 2006; Silva et
al., 2002).

Dentre os diversos inseticidas pesquisados para o controle de A. gemmatalis,
destacam-se os reguladores de crescimento, pela sua seletividade a inimigos naturais e
inseticidas agonistas de ecdisterdides (Silva et al., 2003), os inibidores naturais de proteases
(Carlini & Grossi-De-S4, 2002). No entanto, muitos desses inseticidas usados por décadas para
controlar surtos populacionais de A. gemmatalis t€m selecionado populacdes resistentes desse
inseto (Abot et al., 1996; Baptista et al., 1995; Kuwar et al., 2015; Panizzi, 2013; Sosa-Gémez
& Miranda, 2012; Sosa-Gémez & Omoto, 2012). Isto indica a necessidade de avaliar outros
inseticidas que superem os problemas de resisténcia e garantam colheitas sustentdveis.

Abamectina € um inseticida e acaricida pertencente ao grupo quimico das
avermectinas que, junto das milbemicinas representam as lactonas macrociclicas, os
parasiticidas mais comercializados e utilizados para o controle de dcaros, mas nao registrado
para controle de A. gemmatalis. A abamectina é derivada da fermentacdo natural da bactéria
Streptomyces avermitilis presente no solo (Agarwal, 1998; Campbell et al., 1983; Gerenutti &
Souza Spinosa, 1997), € um modulador alostérico de canais de cloro mediados pelo glutamato
e absorvido por via oral, dérmica e inalatdria pelos artropodes. Ela age como agonista do dcido
gama amino butirico (GABA), aumentando a permeabilidade dos ions cloro causando paralisia
muscular e eventual morte (Wislocki et al., 1989; Cully et al., 1994; Wolstenholme, 2012;
Sparks & Nauen, 2015).

A flupiradifurona (FPF), pertencente ao grupo quimico das butenolidas, € um pesticida
neonicotindide sist€émico de contato e ingestdo que atua como agonista nos receptores
nicotinicos de acetilcolina de insetos (nAChRs), causando hiperexcitabilidade, tremores,

convulsdes e morte (Nauen et al., 2015). Lancado sob o nome de 'Sivanto' pela Bayer AG
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(Bayer AG, Crop Science Division, Monheimam Rhein, Germany) € altamente eficaz contra
insetos sugadores, principalmente moscas-brancas e pulgdes (Sparks & Nauen, 2015), mas ndo
¢ registrado para controle de A. gemmatalis.

Os inseticidas nicotinicos sdo eficazes em baixas concentracdes contra uma ampla
variedade de pragas, o que representou 23% dos inseticidas comercializados em 2016. A
flupiradifurona faz parte da “terceira geracdo” dos inseticidas nicotinicos desenvolvidos depois
de 2010 (Umetsu & Shirai, 2020).

Os programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) sdo usados para controle de
populacdes de pragas visando manter a sustentabilidade do agroecossistema. O sistema
combina métodos bioldgicos, culturais, fisicos e quimicos mantendo os artrépodes mais
proximos possivel de seu equilibrio bioldgico (Bueno & Bueno, 2012; Timprasert et al., 2014).
No Brasil, programas de (MIP) incluem biopesticidas de origem vegetal e microbianos (Farder-
Gomes et al., 2021) e o uso de agentes de controle biolégico, como parasitides e predadores
eficientes contra A. gemmatalis (Castro et al., 2019; Bueno et al., 2020).

O género Podisus € representado por predadores com grande potencial para uso em
programas de (MIP). S3o inimigos naturais generalistas com capacidade de sobreviverem e
reproduzirem em sistemas florestais e agricolas, regulando principalmente lagartas de
lepidépteros. Esses percevejos produzem grande nimero de descendentes por geracdo, se
estabelecem em diferentes temperaturas e periodos de escassez de presas, possuem um rapido
desenvolvimento pds-embriondrio e possuem relativa tolerancia a inseticidas (Zanuncio et al.,
1994; Zanuncio et al., 2011; Castro et al., 2012). Devido ao tamanho potencial, ha grande
interesse no uso desses organismos como agentes de controle bioldgico de insetos-pragas
agricolas (De Clercq et al., 2000; Torres & Boyd, 2009).

Podisus nigrispinus é um importante agente de controle bioldgico devido a sua
agressividade e alta capacidade reprodutiva (De Clercq et al., 2000; Zanuncio et al., 1994) e sao
mais comuns em regides neotropicais (Lemos et al., 2005; Pires et al., 2009). O potencial dessa
espécie no controle bioldgico tem sido reportado para outras lagartas desfolhadoras além de A.
gemmatalis, como: Alabama argillacea, Spodoptera exigua, e Trichoplusia ni (Lepidoptera:
Noctuidae) (Zanuncio et al., 2016).

O intestino € o primeiro 6rgdo a ter contato com as moléculas dos inseticidas ingeridos
pelos insetos (Denecke et al., 2018). O trato digestério dos insetos pode ser dividido em trés
porcdes: intestino anterior, médio e posterior (Cruz-Landim & Cavalcante, 1999) sendo o

intestino médio, a principal por¢ao responsavel pela digestdo e absorc¢ao.
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O intestino médio dos insetos € protegido do ambiente externo pela matriz peritréfica,
enquanto os intestinos anterior e posterior tém uma camada cuticular. A matriz peritrofica €
responsavel por diversas fun¢des como: prevencdo de infec¢do microbiana, protecdo do
intestino médio contra danos mecanicos e compartimentacdo da digestdo de alimentos. Além
disso, € considerada a primeira barreira de protecdo do intestino médio contra compostos
téxicos. Uma vez atravessada a matriz peritréfica, o composto € capaz de atingir as células do
intestino médio podendo ocasionar perda de fun¢des importantes para a sobrevida do organismo
(Denecke et al., 2018).

Outro 6rgao importante contra a acdo dos inseticidas € o corpo gorduroso, responsavel
pela manutenc@o dos processos reprodutivos € do metabolismo energético dos insetos. Esse
orgao também € responsavel pela sintese de lipideos, carboidratos e proteinas ( Downer, 1985;
Chapman, 1998; Arrese & Soulages, 2010), remocao de sais de cdlcio, uratos e outros produtos
nitrogenados da hemolinfa além de estimular secrecdo para maturacdo de ovos (Legaspi et al.,
1996; Arrese & Soulages, 2010; Rodrigues et al., 2013). Além disso, € um 6rgdo alvo para a
acdo dos principais hormonios dos insetos como: hormodnio juvenil, ecdisona e neuro-
hormoénios (Roma et al., 2010).

As principais células do corpo gorduroso sdo os trofdcitos, responsaveis pela sintese e
armazenamento de proteinas e carboidratos. Além destas, ocorrem os endcitos, encontrados
entre a membrana basal e a epiderme e sdo bem distintas dos trofécitos. Elas sdao responsdveis
pela sintese de lipideos, proteinas e hidrocarbonetos cuticulares (Arrese & Soulages, 2010;
Roma et al., 2010; Martins et al., 2022).

Em agroecossistemas complexos como os da soja, com diversas espécie de insetos-
praga ocorrendo simultaneamente, inseticidas como a abamectina e a flupiradifurona utilizados
para o controle, respectivamente, de dcaros e insetos sugadores, podem contaminar insetos-
praga mastigadores, como as lagartas de Anticarsia gemmatalis. Por isto, conhecer os efeitos
desses inseticidas sobre esse inseto-praga e de seu inimigo natural Podisus nigrispinus é de
fundamental importancia em programas de manejo integrado de pragas da soja.

Além disso, a andlise dos efeitos subletais deste inseticida no seu predador P.
nigrispinus, através da exposicdo indireta, pode contribuir para o aumento da eficicia das
estratégias de manejo integrado, minimizando os efeitos indiretos em organismos nao-alvo,

uma vez que, inseticidas seletivos sdo os mais indicados.
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2. OBJETIVO GERAL
O presente estudo avaliou o potencial da abamectina e flupiradifurona no controle de

lagartas de A. gemmatalis.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar mortalidade, o efeito tdxico, efeito anti-alimentar, histopatologia e
citotoxicidade nas células do intestino médio de lagartas de A. gemmatalis expostas através da
alimentacdo a abamectina (capitulo 1). Avaliar mortalidade, o efeito téxico, efeito anti-
alimentar, histopatologia e citotoxicidade nas células do intestino médio de A. gemmatalis;
avaliar histopatologia e citotoxicidade nas células do intestino médio e alteracdes na
histoquimica do corpo gorduroso do percevejo P. nigrispinus expostos indiretamente a

flupiradifurona (capitulo 2).
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Abstract

Anticarsia gemmatalis is a defoliator caterpillar of soybean that can be controlled by chemical and biological agents. However,
resistant populations of this insect have been reported, which requires research to identify control alternatives. Abamectin
acts by contact and ingestion, affecting the muscles and nervous system of insects. However, its effect on other organs has not
been evaluated. The present study aimed to evaluate the side effects of oral exposure to abamectin in A. gemmatalis caterpil-
lars. Abamectin is lethal to A. gemmatalis with LCsqy75,=96 (74-125) mg a.i. L™\ The survival of caterpillars exposed to
different lethal concentrations of this insecticide decreases from 99.9% untreated, to 65.1%, 42.6%, 16.8%, and 0% with the
LCys575 s LCs0/721> LCas/72 1 and LCyy75 1, respectively. Abamectin reduced leaf consumption by A. gemmatalis, indicating
an anti-feeding effect. In addition, the insecticide damaged the midgut cells of A. gemmatalis, and caused the degeneration
of the peritrophic matrix, disorganization of epithelial striated border, accumulation of mitochondria with different shapes,
increased autophagy and release of cell fragments into the midgut lumen. The goblet cells also underwent striated border
disorganization in insects exposed to abamectin. The results indicate that abamectin reduces survival and digestive processes
of A. gemmatalis after oral exposure and may be an important tool for controlling this pest.

Keywords Anti-feeding effect - Cytotoxicity - Digestive system - Histopathology - Pest control - Toxicity - Velvetbean
caterpillar

Introduction

Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae)
is a defoliator pest of soybean Glycine max L. (Fabales:
Fabaceae), which reduces biomass, growth, and photo-
synthetic capacity, thus compromising crop yield (Panizzi
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2013). Integrated pest management (IPM) programs, includ-
ing biological control agents (Castro et al. 2019a) and botan-
ical biopesticides (Farder-Gomes et al. 2022), are used to
control A. gemmatalis (Fiaz et al. 2018a). However, popula-
tions of A. gemmatalis resistant have been reported (Hom-
rich et al. 2008; Bernardi et al. 2012; Sparks and Nauen
2015).

The use of synthetic chemical insecticides is still the main
method for controlling A. gemmatalis in soybean crops. The
insecticides used include neurotoxic cyclodienes, organo-
phosphates and pyrethroids, and insect growth regulators
(Panizzi 2013; Castro et al. 2021). However, populations
resistant to these insecticide groups already exist (Sosa-
Gomez and Miranda 2012; Panizzi 2013). Besides, those
chemicals are harmful to humans (Mansour and Mossa
2011; Saillenfait et al. 2015) and non-target insects, includ-
ing crop pollinators (Arthidoro de Castro et al. 2020; Car-
neiro et al. 2022). Thus, it is necessary the search for new
control alternatives against A. gemmatalis to conciliate the
best toxicological profile, reduce costs in crops, and mini-
mize environmental contamination. Abamectin is an insec-
ticide and acaricide that belongs to the avermectin chemical
group of the macrocyclic lactones, derived from the natural
fermentation of the soil bacteria Streptomyces avermitilis
(Campbell et al. 1983). This insecticide acts by contact and
ingestion (Cully et al. 1994; Sparks and Nauen 2015), which
affects the muscle and nervous systems of insects (Martinez
etal. 2019). It acts as an allosteric modulator of glutamate-
mediated chloride channels and agonist of gamma-amin-
obutyric acid, thus increasing permeability to chloride ions,
reducing locomotion, paralysis and causing the death of the
insect (Wislocki et al. 1989; Cully et al. 1994; Wolstenholme
2012; Sparks and Nauen 2015). Despite the lack of reports
about the use of abamectin against A. gemmatalis, this
insecticide is used effectively to control other lepidopteran
pests, including Helicoverpa armigera Hiibner (Noctuidae)
(Vojoudi et al. 2011), Leucoptera coffeella Guérin-Ménev-
ille (Lyonetiidae) (Matiello et al. 2010) and Phyllocnistis
citrella Stainton (Gracillaridae) (Paiva 2011).

Abamectin has been used in IPM programs due to its high
specificity to target pests and selectivity to biological control
agents (Hidrayani et al. 2005; Paiva 2011). In this context,
abamectin is non-phytotoxic, presents rapid degradation, low
environmental persistence (Wislocki et al. 1989; Cabrera
etal. 2013), and low risk for non-target organisms.

Several neurotoxic insecticides that act by ingestion have
side effects on certain organs, including the digestive tract
(Arthidoro de Castro et al. 2020; Santos Junior et al. 2020;
Castro et al. 2021; Plata-Rueda et al. 2022). The midgut
is the main organ for digestion and absorption of nutrients
(Terra and Ferreira 2020) and a potential target for insecti-
cides when insects ingest contaminated food (Denecke et al.
2018).

@ Springer

Effects of xenobiotics with insecticidal activity have been
reported on the digestive tract A. gemmatalis, including
tebufenozide (Fiaz et al. 2018b), chlorpyrifos (Plata-Rueda
et al. 2020), and chlorantraniliprole (Castro et al. 2021),
however histopathological changes caused by abamectin in
the midgut, in addition to the anti-feeding effect on A. gem-
matalis, have not yet been elucidated.

In order to verify if abamectin is toxic and causes side
effects to A. gemmatalis caterpillars, the present study aimed
to evaluate the toxicity, anti-feeding effect, histopathology,
and cytotoxicity in the midgut of A. gemmatalis fed on
abamectin to improve knowledge for the development of
new chemicals to control this pest.

Materials and methods
Insects

Anticarsia gemmatalis individuals were obtained from the
Laboratory of Biological Control of Insects, at the Federal
University of Vigosa (Vigosa, Minas Gerais, Brazil). Antic-
arsia gemmatalis adults were kept in screened wooden cages
(30x30x30 cm) covered with plastic mesh containing a
paper sheet as oviposition site, kept at 25+2 °C, 70+ 10%
relative humidity, 12:12 h (light:dark) photoperiod, and fed
daily on liquid diet (650 mL water, 20 g honey, 50 g sugar,
1.05 g ascorbic acid, 1.05 g nipagin, and 350 mL beer;
Greene et al. 1976) soaked in a cotton ball in the cage floor.
Egg masses were collected every 2 days and transferred to a
1 L polystyrene container. After hatching, the A. gemmata-
lis caterpillars were fed on artificial diet consisting of 10 g
agar, 15.6 g yeast, 25 g wheat germ, 25 g soy protein, 31.2 g
beans, 12.5 g casein, and 2.5 mL of vitamin solution (1.2%
ascorbic acid, 0.03% calcium pantothenate, 0.015% nia-
cin, 0.008% riboflavin, 0.004% thiamine and 0.004% HCI)
(Greene et al. 1976). Third-instar caterpillars of A. gemmata-
lis were used in the bioassays, following the standardized
toxicological method to evaluate the effects of insecticides
recommended by the Insecticide Resistance Action Commit-
tee (IRAC; test No. 020) (IRAC Susceptibility Test Methods
020 2009) on Noctuidae pests.

Concentration-mortality bioassay

The insecticide abamectin (Kraft®, 36 g L~! active ingre-
dient, Cheminova A/S, Harboore, Denmark) was diluted
in distilled and deionized water (ddH,O) to obtain a stock
solution, from which six dilutions were prepared from the
field recommended concentration for control of soybean
pest (175, 351, 703, 1400, 2810, and 5620 mg a.i. L™!) to
assess toxicity, build the dose-response curve and estimate
the lethal concentrations LC,s/7, .. LCs0/75 1o LC5/75 1, and
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LCyg7, - Control was performed with ddH,O. For each
dilution, 1 pL was placed daily on 0.5 g artificial diet, also
replaced daily. Three replicates with 30 A. gemmatalis
caterpillars were individualized in Petri dishes (90 mm in
diameter) and fed on artificial diet, following a randomized
experimental design. The number of dead caterpillars was
recorded during a 72 h period.

Time-mortality bioassay

Procedures and exposure conditions were the same as afore-
mentioned for the concentration-mortality bioassay. Antic-
arsia gemmatalis caterpillars were individualized in Petri
dishes and exposed by ingestion to the lethal abamectin con-
centrations equivalent to the LCys/75 ., LCs0/72 o LC75/72 1o
and LCyy, p,, estimated from the concentration-mortality
bioassay. Control was performed with ddH,O. The number
of live caterpillars was recorded every 6 h, for 72 h. Three
replicates of 10 individualized caterpillars were used per
abamectin lethal concentration, following a randomized
design.

Anti-feeding effect

The exposure of A. gemmatalis to abamectin was performed
by the caterpillar feeding method, using treated soybean
leaves (Plata-Rueda et al. 2020). Squares of soybean leaves
(20% 20 mm) were sterilized with 5% sodium hypochlo-
rite, washed three times in ddH,O, and air dried. Then, the
squares of soybean leaves were immersed for 5 s (Plata-
Rueda et al. 2020, 2022) in a solution of the estimated LCs
and LCy, of abamectin, air dried for 5 min at room tempera-
ture and transferred, individually, to Petri dishes contain-
ing a caterpillar that had been previously starved for 24 h.
After 6 h of exposure to the caterpillar, each soybean leaf
was photographed with a digital camera (D40, 18-55 mm
lens, Nikon Corporation, Tokyo, Japan), 15 cm macro focus,
natural and fluorescent light (SB-700 Nikon Corporation,
Japan). The images were analyzed using a digital analysis
software system, UTHSCSA Image Tool v. 2.0 (University
of Texas, Austin, TX, USA). The leaf area consumed by
each caterpillar was measured in mm? with pixels based on
the RGB histogram (red 700 nm, green 546.1 nm, and blue
435.8 nm). Fifteen replicates per abamectin concentration
(LC5y and LCy) and control were performed in a completely
randomized design.

Histopathology

Twenty 24 h starved A. gemmatalis caterpillars were fed
on a diet with the estimated LCs,, concentration of abamec-
tin. Each caterpillar was individualized in a Petri dish and
fed on 0.5 g artificial diet containing 1 uL of abamectin

LCs¢7, 1, or ddH,0 as control (Plata-Rueda et al. 2020; Cas-
tro et al. 2021). After feeding for 1.5, 3, 6, 12, and 24 h,
the caterpillars (n=4 each time) were cryoanesthetized at
—4 °C, for 5 min, dissected in insect saline solution (0.1 M
NaCl+0.2 M KH,PO,+0.2 M Na,HPO,), and the midgut
was transferred to Zamboni's fixative solution (Stefanini
etal. 1967), for 12 h, at 5 °C. Then, the samples were dehy-
drated in a graded ethanol series (70%, 80%, 90%, and 95%)
and embedded in glycol methacrylate resin (Leica Biosys-
tem Nussloch GmbH, Wetzlar, Germany). 3 pm thick sec-
tions were obtained on a rotatory microtome, stained with
hematoxylin and eosin (HE), and analyzed with an Olym-
pus BX-60 light microscope (Olympus Corporation, Tokyo,
Japan).

Cytotoxicity

Caterpillars of A. gemmatalis were exposed to abamectin on
contaminated diet with the estimated lethal concentration
LCs,, as aforementioned, and cryoanesthetized at —4 °C.
The midgut was dissected and transferred to 2.5% glutar-
aldehyde in 0.2 M sodium cacodylate buffer, pH 7.2 con-
taining 0.2 M sucrose for 4 h, at room temperature. The
samples were post-fixed in 1% osmium tetroxide in the same
buffer for 2 h, washed with the buffer, dehydrated in a graded
ethanol series (70%, 80%, 90%, and 99%) and embedded in
LR White resin (Electron Microscopy Sciences, Fort Wash-
ington, USA). Ultrathin sections (70-90 nm thick) were
obtained with a diamond knife in a Sorvall MT2-BMT2-B
ultramicrotome (Sorvall Instruments, Wilmington, USA),
stained with 1% aqueous uranyl acetate and lead citrate
(Reynolds 1963) and examined with a Zeiss Libra 120 trans-
mission electron microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany).

Statistics

Concentration-mortality data were submitted to Probit
analysis to estimate the concentration-mortality curve,
using the PROC PROBIT procedure of the SAS program
v. 9.0 (SAS Institute, Campus Drive Cary, NC, USA). The
time-mortality data were submitted to survival analysis with
Kaplan—-Meier estimators (log-rank-test), using the Origin
Pro v.9.1 software system (OriginLab Corporation, North-
ampton, MA, USA). Data from A. gemmatalis caterpillars
that survived until the end of the experiment were treated as
censored. Anti-feeding data were transformed into arcsine to
fit the assumptions of normality and homoscedasticity, and
the anti-feeding effect was submitted to one-way analysis of
variance (One-way ANOVA), and the means were compared
post-hoc with Tukey's honestly significant difference (HSD)
test, at 5% of significance level.
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Table 1 Lethal concentration of abamectin (Kraft®, 36 g L™ active
ingredient) against Anticarsia gemmatalis caterpillars, after 72 h of
exposure, obtained from probit analysis (d.f.=5, slope=1.96+0.25,
intercept =1.990)

Insects Lethal Estimated con-  Confidential
concentra- centration (mg  limits 95% (mg

XZ (p value)

tion ai. L™ ad. LY
90 LC;s 43 29-58 1.39 (0.84)
90 LCs 96 74-125
90 LC;; 213 160-315
90 LCy 435 298-777

The chi-square (x?) value refers to the goodness of fit test at p>0.05

Results
Concentration-mortality bioassay

The concentration-mortality model used was adequate
(p>0.05), demonstrating that abamectin was toxic to
A. gemmatalis with LCsy, ;=96 (74—125 mg a.i. L")
(Table 1). Mortality in the control group was less than 1%.

Time-mortality bioassay

The survival of A. gemmatalis caterpillars exposed to dif-
ferent lethal concentrations of abamectin for 72 h of evalu-
ation varied significantly (log-rank test X2=39.18. d.f.=4,
p<0.001), decreasing from 99.9% in untreated to 65.1%

1.0
0.8+
— 0.64
©
2
=
3 0.4
— Control
— LC,s=43mga.. L’
0.21— Lc,=96 mgaii. L
— LC,=213mgai ! |
— LCgg=435mg a.i. L' H—L
0.0 el AR s

0 10 20 30 40 50 60 70
Time (Hours)

Fig.1 Survival curves of Anticarsia gemmatalis caterpillars exposed
to different lethal concentrations of abamectin (Kraft®, 36 g active
ingredient L™') and subjected to survival analysis, using the Kaplan—
Meier estimators (p < 0.001)
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(LCasyra 1) 42.6% (LCsqr12 ):16.8% (LCr57 ). and 0%
(LCoy/72 1) (Fig. 1).

Anti-feeding effect

The anti-feeding effect on A. gemmatalis caterpillars treated
with abamectin LCs, and LCy, concentrations reveals
that the consumed area of soybean leaves (F, ,=18.30,
p<0.001) decreases from 431+ 32 mm?, in untreated, to
246 +27 and 235 + 18 mm?, in insects exposed to LCs, and
LCy, of abamectin, respectively (F, ;,=18.30, p <0.001;
Fig. 2).

Histopathology

The midgut of A. gemmatalis in the control presented a sin-
gle layered epithelium with goblet and digestive cells with
well-developed striated borders and the lumen with evident
peritrophic matrix (Fig. 3A). The goblet cells were char-
acterized by a deep cavity with striated border and a basal
nucleus (Fig. 3B). The columnar digestive cells presented
apical surface with striated border, cytoplasm with some
granules and vacuoles and spherical or elongated nucleus
with decondensed chromatin (Fig. 3B).

Histopathological changes in the midgut epithelium of
A. gemmatalis were observed 1.5 h after oral exposure to
LCy, of abamectin. The cytoplasm of the digestive cells
revealed an apparent increase in the amount of vacuoles,

A B

% &g 500+ a
S E
- 375+
£
08 2 250
s | = a
8
3
dg 5 1254
=
E g
- 0-

Treatments

Fig.2 Anti-feeding effect caused by abamectin on Anticarsia gem-
matalis caterpillars. A Leaf sections (20X 20 mm) treated with dis-
tilled—deionized water (control) and insecticide (LCs, and LGCyy)
submitted to color binarization (white and green) to quantify the area
consumed. B Leaf area (mean + SE) consumed by A. gemmatalis after
exposure to abamectin (LCy, and LCy,) and water (control). Bars
with different letters differ significantly by the Tukey’s mean separa-
tion test (p < 0.05)
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50 um

Fig.3 Histological section of the midgut of Anticarsia gemmatalis
caterpillars (hematoxylin—eosin stained), from the untreated group. A
Monolayer of midgut epithelium (Ep) lined internally by peritrophic
matrix (PM), well-developed striated border (arrow), and intestinal

and the striated border was disorganized in some portions
(Fig. 4A, B). Cell fragments, some with the nucleus, were
released into the gut lumen (Fig. 4A). The nucleus of the
digestive cells presented some clusters of condensed chro-
matin, and the peritrophic matrix was disorganized, with
granular aspect (Fig. 4B). The goblet cells presented dis-
ruption of the striated border and an acidophilic spherical
structure inside their cavity (Fig. 4B).

After 3 h of exposure to abamectin, an extensive por-
tion of the midgut epithelium was irregular and presented
a disorganized striated border (Fig. 4C). The digestive cells
exhibited increased number of vacuoles in the cytoplasm
(Fig. 4D). Numerous apical protrusions and cell fragments
were released into the lumen (Fig. 4C, D). The goblet cells
presented a more degraded striated border and evident for-
mation of spherical structures released into the cell cavity
(Fig. 4D).

At 6 h of insecticide exposure, the midgut epithelium
exhibited a strong irregular architecture (Fig. 4E), diges-
tive cells with high cytoplasm vacuolization, nucleus rich in
condensed chromatin, increased apical protrusions and cell
fragments released into the gut lumen (Fig. 4E). The apical
striated border and the peritrophic matrix were disorganized
(Fig. 4E, F). The goblet cells had a degraded striated border
and a spherical structure in the cavity (Fig. 4F).

Anticarsia gemmatalis caterpillars that fed for 12 h on
LC5, abamectin exhibited disorganized midgut epithelium
and disorganized striated border, digestive cells that were
highly vacuolated and large cell fragments released to the
lumen (Fig. 5A, B). The goblet cells displayed a strongly
degraded striated border (Fig. 5B).

After 24 h of exposure to LCs, of abamectin, the midgut
epithelium remained intensely disorganized, with diges-
tive cells rich in cytoplasm vacuoles, fragments released
into the lumen (Fig. 5C, D). The goblet cells presented a

lumen (L). B Digestive cells (DC) with striated border (arrow) and
nucleus with decondensed chromatin (N), and goblet cells (GC) with
internal striated border (arrowheads)

degraded striated border and spherical structure in the cav-
ity (Fig. 5D).

Cytotoxicity

Digestive cells of A. gemmatalis caterpillars from
untreated group presented an apical surface with well-
developed microvilli (Fig. 6A). Mitochondria, vacuoles,
and granules were observed in the apical cytoplasm
(Fig. 6A). In the basal portion, a labyrinth was formed by
plasma membrane infoldings associated with mitochon-
dria (Fig. 6B). The nucleus evidenced the predominance of
decondensed chromatin, with some clusters of condensed
chromatin and a well-developed nucleolus (Fig. 6B). The
goblet cells presented an internal cavity rich in microvilli
(Fig. 6C) and the basal cytoplasm with vacuoles, nucleus
with evident nucleolus and some clusters of condensed
chromatin (Fig. 6D).

Caterpillars orally exposed for 3 h to LCy, abamectin
exhibited changes in the midgut digestive cells, includ-
ing microvilli disorganization, cytoplasm rich in granules,
autophagic vacuoles with membranous content (Fig. 7A)
and partially empty glycogen deposits (Fig. 7B). The diges-
tive cell nucleus presented clusters of condensed chromatin
(Fig. 7B). The goblet cells presented disorganized microvilli
in the cavity, besides an apparent increase in the amount of
mitochondria in the perinuclear (Fig. 7C) and basal regions
(Fig. 7D).

After 6 h of oral exposure to LCs, of abamectin, the mid-
gut of A. gemmatalis exhibited digestive cells with cyto-
plasm rich in vacuoles, granules and mitochondria (Fig. 8A).
The basal labyrinth associated with mitochondria had some
granules, while the nucleus presented several clusters of con-
densed chromatin (Fig. 8B). The goblet cell presented cav-
ity surfaces with strong microvilli disorganization (Fig. 8C),
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Fig.4 Histological sections of the midgut of Anticarsia gemmatalis
caterpillars exposed by ingestion to LC;, abamectin after 1.5 h (A,
B). 3h (C, D) and 6 h (E, F). A Epithelium with release of cell frag-
ments towards the lumen, degradation of the striated border, and pres-
ence of vacuoles. B Detail of the epithelium showing disorganized
peritrophic matrix, digestive cells with nucleus. In the goblet cells,
the internal striated border began to degrade, and a spherical acido-
philic structure was formed. C Cell fragments in the lumen and vacu-
oles. D Detail of the epithelium with intense vacuolization and cell
fragmentation, degraded striated border, digestive cells with nucleus,
and goblet cells with border degradation and formation of a spheri-

basal cytoplasm rich in autophagic vacuoles with membra-
nous content and the nucleus with clusters of condensed
chromatin (Fig. 8D).

After 24 h of insecticide exposure, the apical region of the
digestive cell became rich in granules, autophagic vacuoles

@ Springer

cal structure in the cytoplasm. E Disorganized epithelium with cell
fragmentation in the lumen and disorganized peritrophic matrix. F
Striated border in the beginning of disorganization, high vacuoliza-
tion, digestive cells with highly condensed nucleus, goblet cells with
degraded internal striated border, and internal structure in the cav-
ity. Hematoxylin and eosin stained. Arrows—degraded striated bor-
der, black arrowhead—degrading striated border, DC digestive cells,
Ep ithelium, GC goblet cells, L lumen, N nucleus, PM peritrophic
matrix, V vacuoles/vacuolization, white arrowhead—spherical acido-
philic structure, white asterisks—cell fragments

and mitochondria (Fig. 9A). The nucleus presented some
cluster of condensed chromatin, and the perinuclear cyto-
plasm with mitochondria (Fig. 9B). The surface of the goblet
cell cavity exhibited almost completely degraded microvilli,
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Fig.5 Histological sections of the midgut of Anticarsia gemmatalis
caterpillars exposed by ingestion to LCs, abamectin, after 12 h (A,
B) and 24 h (C, D). A Highly irregular epithelium (Ep) and cell frag-
ments in the midgut lumen (white asterisk) released into the lumen
(L). B Detail of nucleus (N) of digestive cells (DC) and goblet cells
(GC) with disorganized striated border (black arrowhead). C Strong

the cytoplasm with mitochondria (Fig. 9C) and the basal
portion rich in mitochondria (Fig. 9D).

Discussion

The toxicity, survival, anti-feeding, and histopathological
effects on the midgut of A. gemmatalis caused by abamectin
(Kraft®, 36 g L~!, Cheminova A/S, Harboore, Denmark)
were determined from bioassays, under laboratory condi-
tions. Abamectin is toxic to A. gemmatalis caterpillars and
has a strong effect through oral exposure. The insecticide
causes mortality in A. gemmatalis, at relatively low concen-
trations (LCsy=96 mg L™' and LCyy=435 mg L"), and
in a concentration-dependent manner, as observed in Rhyn-
chophorus palmarum Linnaeus (Coleoptera: Curculionidae)
(Martinez et al. 2019). Anticarsia gemmatalis caterpillars
exposed to abamectin exhibits low mobility, followed by
paralysis and death, symptoms that are consistent with the
effect caused by avermectins with action mode as glutamate-
gated chloride channel allosteric modulators (Sparks and

disorganization of the digestive epithelium (Ep), intense vacuoliza-
tion (V), and cell fragmentation (white asterisks) in the lumen (L). D
Detail of the intense disruption of the digestive epithelium (Ep). Gob-
let cells (GC) with acidophilic spherical structure (white arrowhead)
formed in their cytoplasm and digestive cells (DC) with nucleus (N).
Hematoxylin and eosin stained

Nauen 2015). The toxicity of abamectin has been demon-
strated in insect pests, such as Tuta absoluta Meyrick (Lepi-
doptera: Gelechiidae) (Lietti et al. 2005), Plutella xylostella
Linnaeus (Plutellidae) (Monnerat et al. 2000; Oliveira et al.
2011), and R. palmarum (Martinez et al. 2019), which indi-
cates its potential use in agricultural pest control. In gen-
eral, abamectin causes toxicity on A. gemmatalis caterpil-
lars, and mortality increases at higher concentrations of the
insecticide.

Significant temporal variations in the survival of A.
gemmatalis caterpillars are observed after consumption of
food contaminated with abamectin. This indicates that the
insecticide crosses the midgut wall and is transported by the
hemolymph thus, reaching the target receptors. The results
obtained here indicate that periods between 6 and 72 h of
oral exposure to abamectin induce mortality in A. gemmata-
lis, which is associated with the rapid neurotoxic action of
this insecticide (Martinez et al. 2019). Variations in the sur-
vival of A. gemmatalis depending on the lethal concentra-
tions applied may be associated with the amount of insecti-
cide necessary to induce acute or chronic toxicity, according
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Fig.6 Transmission electron micrographs of digestive cells (DC) and
goblet cells (GC) from the untreated midgut of Anticarsia gemmata-
lis caterpillars. A Apical region with well-developed microvilli (Mv),
granules (G), and mitochondria (arrow). B Basal region of digestive
cells presenting basal labyrinth (Bl) with associated mitochondria

to the exposure mode of the insect (Martinez et al. 2019).
Therefore, low survival compromises the insect physiology,
particularly altering the detoxification processes during the
insecticide exposure (Rharrabe et al. 2007). Although the
effects of abamectin on development, life cycle and fecun-
dity of the insects remain unknown, our data reveal the acute
effect of abamectin on A. gemmatalis by oral exposure, with
possible population reduction during the first days, which is
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(arrow) and nucleus (N) with evident nucleolus (N). C Goblet cell
exhibiting evident cavity (C) with microvilli (Mv). D Basal region of
the goblet cell showing part of the cavity with microvilli (Mv), vacu-
oles (V) and nucleus (N) with evident nucleolus (Nu)

crucial in crop protection against high infestations. The low
survival rate of A. gemmatalis in short periods of exposure
suggests that abamectin causes adverse effects on caterpil-
lars and may be a potential alternative to control this insect.

Anticarsia gemmatalis presents low consumption of
abamectin-treated soybean leaves, which suggests an anti-
feeding effect. Insecticides with anti-feeding effects play an
important role in phytophagous insects, causing negative
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Fig.7 Transmission electron micrographs of midgut of Anticarsia
gemmatalis caterpillars that consumed LCs, of abamectin, after 3 h of
exposure. A Digestive cell (DC) showing microvilli (Mv) with onset
of degradation, presence of granules (G) and formation of autophagic
vacuoles (black arrows). B Basal region of the digestive cell with
autophagic vacuoles (black arrow), vacuole (V), glycogen reserve

responses, such as feeding inhibition, damage to the mid-
gut, and reduced nutrient absorption (Farder-Gomes et al.
2022). Here, the high feeding inhibition caused by the LCy,
and LCy, of abamectin suggests that the intoxication effect
on A. gemmatalis is camulative. Anti-feeding effect occurs
in A. gemmatalis caterpillars orally exposed to the insecti-
cides chlorpyrifos (Plata-Rueda et al. 2020) and azadirachtin
(Farder-Gomes et al. 2022), and in Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) exposed to deltame-
thrin (Vinha et al. 2021). The low foliar consumption by
caterpillars exposed to different lethal concentrations of

(asterisks), mitochondria (white arrow), and nucleus (N) with forma-
tion of condensed chromatin clusters (square). C Goblet cell (GC)
with degrading microvilli (Mv), accumulating mitochondria (arrow)
and glycogen reserve (asterisk). D Basal region of the goblet cell with
numerous mitochondria (arrow) and nucleus (N) with cluster of con-
densed chromatin (square).

abamectin may be due to deleterious effects on the midgut
during the digestion of contaminated food, which inhib-
its the production of digestive enzymes, disrupts energy
metabolism and reduces the detoxification response. Thus,
abamectin control A. gemmatalis, besides reducing the dam-
age caused to the plant by the caterpillars after the first hours
of insecticide ingestion (Plata-Rueda et al. 2020; Farder-
Gomes et al. 2022). Reduced food consumption by caterpil-
lars may also be due to the neurotoxic action of abamectin,
which impairs insect locomotion and, consequently, reduces
defoliation activity due to the gradual paralyzing effect of
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Fig.8 Transmission electron micrographs of the midgut of Anticar-
sia gemmatalis caterpillars that ingested LC, abamectin after 6 h of
exposure. A Apical region of the digestive cell (DC) with granules
(G), vacuoles (V), abundant mitochondria (arrow) and degrading
microvilli (Mv). B Basal region presenting nucleus (N) with clumps

the insecticide (Strong and Brown 1987; Wislocki et al.
1989).

The changes caused by abamectin in the midgut epi-
thelium of A. gemmatalis, such as degradation of the
peritrophic matrix and striated border, cytoplasmic vacu-
olization, and autophagy, in both the goblet and digestive
cells, indicate a harmful effect on the gut functions. The
peritrophic matrix undergoes disorganization and gradual
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of condensed chromatin (square), basal labyrinth (Bl) with mitochon-
dria (arrow) and granules (G). C Goblet cell (GC) with emphasis
on degraded microvilli (Mv) in the cavity (C) and glycogen reserve
(asterisk). D Basal region with autophagic vacuoles (black arrow) and
nucleus (N) with condensed chromatin clusters (square)

degradation, according to the exposure period. The peri-
trophic matrix is a noncellular chitinous structure that pro-
tects the midgut epithelium (Lehane and Billingsley 2012;
Denecke et al. 2018). It is the first barrier to protect the
midgut against toxins, by delaying the contact of digestive
cells with toxins or pathogens, preventing microbial infec-
tions and mechanical damage, as well as compartmentalizing
digestion (Denecke et al. 2018; Hegedus et al. 2019; Terra
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Fig.9 Transmission electron micrographs of the midgut of Anticar-
sia gemmatalis caterpillars that consumed LCy,, abamectin, after 24 h
of exposure. A Digestive cell (DC) showing apical region with gran-
ules (G), autophagic vacuoles (black arrow), abundant mitochondria
(white arrow) and microvilli (Mv). B Basal region presenting nucleus

and Ferreira 2020). The damage caused by abamectin to the
peritrophic matrix may have facilitated the arrival of the
insecticide in the midgut epithelial cells, which impairs the
caterpillar's digestion, since cell functions may be compro-
mised. Thus, the damage caused to the peritrophic matrix
may explain the effects on A. gemmatalis midgut in the
first hours after abamectin exposure, including the disor-
ganization in the striated border of the digestive and goblet
cells, which has also been reported in the midgut cells of
A. gemmatalis exposed to squamocin (Fiaz et al. 2018a),
tebufenozide (Fiaz et al. 2018b), chlorantraniliprole (Castro
etal. 2019a, b) and chlorpyrifos (Plata-Rueda et al. 2020).

(N) with clumps of condensed chromatin (square), and cytoplasm
with mitochondria (arrow). C apical region of the goblet cell (GC)
with degraded microvilli (Mv) and mitochondria (arrow). D Basal
region rich in mitochondria (arrows)

Digestive cells are responsible for the secretion of diges-
tive enzymes, the components of the peritrophic matrix, and
nutrient absorption (Chiang et al. 1986; Lehane and Billing-
sley 2012). These functions are optimized by the occurrence
of the striated border formed by microvilli, which increases
the surface of these cells (Serrdo and Cruz-Landim 1995).
Once the striated border is damaged, these cell functions
are compromised.

In goblet cells, the cell surface increase in the cavity pro-
vided by the striated border enhances the active transport
of potassium ions from the hemolymph to the lumen and
the absorption of nutrients (Gomes et al. 2013), besides
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contributing to the passage of food through the digestive
tract (Castro et al. 2019a, b). The disorganization and deg-
radation of this striated border caused by abamectin in A.
gemmatalis may negatively affect the functions of the goblet
cells. After the first hours of exposure to the insecticide, a
spherical and acidophilic structure is formed in the cavity of
some goblet cells. There is no description of this structure
in the literature, and it was not detected by transmission
electron microscopy.

The apical protrusions, increased granules and vacuoles in
the cytoplasm of digestive cells, as well as the release of cell
fragments into the midgut lumen, observed in A. gemmatalis
caterpillars orally exposed to abamectin, may be responses
involved in the renewal of cytoplasm content (Cruz-Landim
et al. 1996), apocrine secretion (Cristofoletti et al. 2001;
Martinez et al. 2019; Santos Junior et al. 2020) or cell death
(Clarke 1990; Tettamanti et al. 2007; Azevedo et al. 2009).
Apoptosis induction caused by abamectin has been reported
in Sf9 cell line from Spodoptera frugiperda (Huang et al.
2011), rat hepatocytes (Maioli et al. 2013), human gastric
cell line MGC803 (Zhu et al. 2019), and respiratory organs
in carps (Feng et al. 2023).

Autophagy is primarily a cellular defense event against
oxidative stress (Chen et al. 2009; Perez-Perez et al. 2014),
which may represent a mechanism for cell life span exten-
sion (Madeo et al. 2015). However, it has also been associ-
ated with cell death primarily characterized by high cyto-
plasm vacuolization (Clarke 1990; Taatjes et al. 2008). The
high vacuolization of digestive cells was also observed in
the midgut of A. gemmatalis mediated by Bt (Castro et al.
2019a) and chlorantraniliprole (Castro et al. 2021), Podisus
nigrispinus Dallas (Hemiptera: Pentatomidae) exposed to
permethrin (Martinez et al. 2018), and Apis mellifera Lin-
naeus (Hymenoptera: Apidae) with spinosad (Lopes et al.
2018) and fipronil (Da Silva Cruz et al. 2010).

Autophagy is also considered a defense mechanism
against oxidative stress caused by the accumulation of reac-
tive oxygen species (Perez-Perez et al. 2014), thus increas-
ing the cell life span (Madeo et al. 2015), which has been
reported in insects exposed to insecticides (Carneiro et al.
2022). The results obtained here may indicate autophagy as
a response of digestive cells to reduce the damage caused
by exposure to abamectin. The accumulation of mitochon-
dria with different shapes in the cells of caterpillars treated
with abamectin may be related to autophagy, due to oxida-
tive stress probably induced by the insecticide. Oxidative
stress and the production of reactive oxygen species directly
affect the mitochondrial respiratory chain. This may gener-
ate even more reactive oxygen species, which is critical for
inducing apoptosis (Wang et al. 2016; Farder-Gomes et al.
2021). Mitochondria may control cell survival and death
through a balanced homeostasis mainly regulated through
mitochondrial fission and fusion (Abate et al. 2020). Several
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components required in mitochondrial fission and fusion that
imply changes in organelle ultrastructure are also essential
for apoptosis, autophagy and necrosis. Thus, mitochondria
are vital mediators of many apoptotic programs (Burke
2017; Bloemberg and Quadrilatero 2019; Abate et al.
2020). In addition, the occurrence of depleting glycogen
stores indicates the mobilization of the reserve necessary
for cell defense by mitochondria, since glycogen is the main
mitochondrial energy source (Alberts et al. 2015). Thus, the
increase in mitochondria with ultrastructural changes and
the mobilization of glycogen may indicate responses to pre-
vent cell death. The cutting layer can influence in this case,
however the difference between the organelles untreated and
treated are clear.

In the initial periods of exposure of A. gemmatalis to LCs,
of abamectin, high vacuolization may indicate autophagy,
but as exposure time increases, the apoptotic pathway may
be activated, due to the irreversible damage caused (such as
pyknosis). It suggests the coexistence of both autophagic
and apoptotic pathways (Gonzalez-Polo et al. 2005; Niko-
letopoulou et al. 2013), such as the necrotic and apoptotic
pathways (Zeiss 2003; Qusti et al. 2007).

Insecticides, such as chlorpyrifos (Plata-Rueda et al.
2020), tebufenozide (Fiaz et al. 2018b) and chlorant-
raniliprole (Castro et al. 2019a, b), present results for A.
gemmatalis similar to those obtained here with abamectin,
at higher lethal concentrations, though. It indicates that
abamectin has potential to be used in the control of this pest,
at low concentrations, which reduces costs and environmen-
tal and social impacts.

Conclusions

The results demonstrate that abamectin is toxic to A. gem-
matalis, inhibits feeding and induces histopathological
changes in the midgut of this insect, which corroborates that
it is an alternative to control this pest.
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RESUMO

LIMA, Bérbara Soares Amoroso, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho, 2023. Efeitos
diretos da flupiradifurona nos sistemas digestorio de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) e seu predador Podisus nigrispinus Dallas (Heteroptera: Pentatomidae).
Orientador: José Eduardo Serrio.

Uma das principais pragas da cultura da soja € a Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera:
Noctuidae), controlada por produtos naturais e sintéticos, alguns dos quais tém induzido
resisténcia em algumas populacdes do insetos, sendo necessdria a busca por novos inseticidas.
A flupiradifurona é um inseticida neurotdxico, agonista da acetilcolina, responsavel por causar
hiperexcitabilidade e morte. O objetivo foi avaliar a toxicidade, seu efeito anti-alimentar,
histopatoldgico e sua citotoxicidade no intestino médio de lagartas de A. gemmatalis e os efeitos
indiretos no seu predador Podisus nigrispinus mediados pela flupiradifurona. Os resultados
mostraram que A. gemmatalis foi suscetivel a flupiradifurona sendo letal na CLso = 5,10 g L.
A sobrevivéncia das lagartas diminuiu gradualmente com a concentragdo. O inseticida causou
efeito anti-alimentar nas lagartas, danos no intestino com o tempo de exposi¢do, como
desorganizacao do epitélio, danos na borda estriada, matriz peritréfica, nas células caliciformes,
fragmentacao e protrusdo de células no lumen, formacao de vactolos autofagicos nas células
digestivas. A flupiradifurona causou efeitos colaterais em seu predador por intoxica¢do indireta
com CLgo =22,85 g L. No intestino de P. nigrispinus, houve desorganizagio do epitélio, borda
estriada e matriz peritréfica e alta vacuolizagdo. Foram detectadas alteracdes significativas na
quantidade de polissacarideos do corpo gorduroso dos percevejos que consumiram lagartas
contaminadas por flupiradifurona se comparado ao controle, porém a quantidade de proteinas
se manteve normal. As goticulas lipidicas aumentaram em didmetro e quantidade. Essas
alteracdes indicam mobilizacdo de reservas de energia para o processo de desintoxicacdo
celular. Os resultados indicam efeito indireto nesse organismo ndo-alvo. Flupiradifurona €
toxica para lagartas de A. gemmatalis, afetando sua sobrevivéncia, consumo alimentar e
causando danos ao intestino médio, sugerindo o uso alternativo deste composto para controle
quimico dessa praga. Os efeitos indiretos causados em seu predador devem ser melhor

investigados para avaliar a seletividade do inseticida a organismos nao-alvo.

PALAVRAS-CHAVE: Citotoxicidade. Corpo gorduroso. Efeito indireto. Histopatologia.

Lagarta-da-soja. Percevejo predador. Sistema digestivo. Toxicidade.
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ABSTRACT

LIMA, Barbara Soares Amoroso, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2023. Direct
effects of flupyradifurone on the digestive systems of Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) and its predator Podisus nigrispinus Dallas (Heteroptera: Pentatomidae).

Advisor: José Eduardo Serrao.

One of the main pests of soybeans is Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae),
controlled by natural and synthetic products, some of which have induced resistance in some
insect populations, requiring the search for new insecticides. Flupyradifurone is a neurotoxic
insecticide, acetylcholine agonist, responsible for causing hyperexcitability and death. The
objective was to evaluate the toxicity, its anti-feeding effect, histopathological and cytotoxicity
in the midgut of A. gemmatalis caterpillars and the indirect effects on its predator Podisus
nigrispinus mediated by flupyradifurone. The results showed that A. gemmatalis was
susceptible to flupyradifurone being lethal at LC50 = 5.10 g L-1. The survival of caterpillars
gradually decreased with concentration. The insecticide caused an anti-feeding effect on
caterpillars, damage to the intestine with exposure time, such as disorganization of the
epithelium, damage to the striated border, peritrophic matrix, to goblet cells, fragmentation and
protrusion of cells into the lumen, formation of autophagic vacuoles in cells digestive.
Flupyradifurone caused side effects in its predator by indirect intoxication with LC90 = 22.85
g L-1. In the midgut of P. nigrispinus, there was disorganization of the epithelium, striated
border and peritrophic matrix and high vacuolation. Significant alterations were detected in the
amount of polysaccharides in the fat body of bed bugs that consumed caterpillars contaminated
with flupyradifurone compared to the control, but the amount of proteins remained normal.
Lipid droplets increased in diameter and quantity. These changes indicate mobilization of
energy reserves for the cellular detoxification process. The results indicate an indirect effect on
this non-target organism. Flupyradifurone is toxic to A. gemmatalis caterpillars, affecting their
survival, food consumption and causing damage to the midgut, suggesting the alternative use
of this compound for chemical control of this pest. The indirect effects caused on its predator

should be further investigated to assess the selectivity of the insecticide to non-target organisms

KEYWORDS: Cytotoxicity. Digestive system. Fat body. Histopathology. Indirect effect.
Predator. Bedbug. Soybean caterpillar. Toxicity.
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1. Introducao

A soja estd entre as principais commodities cultivadas no mundo (Oliveira &
Schneider, 2016). No Brasil, uma das pragas mais importantes dessa cultura é a lagarta
Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae), responsavel por causar
desfolhamento intenso e em situagdes severas, a destruicdo completa das plantas, gerando
perdas econdmicas consideraveis (da Silva Junior et al., 2020; Panizzi, 2013; Praca et al., 2006).

O controle de insetos-pragas nas culturas é um dos maiores desafios na agricultura e o
controle quimico, ainda, € o método mais utilizado (Mateos Fernandez et al., 2022). O uso de
inseticidas quimicos pode afetar severamente a biodiversidade, a satide humana, o ar, solo e
dgua, além de aumentar populacdes de pestes secunddrias e acarretar surgimento de populacdes
de insetos resistentes (Nicholson, 2007; Tudi et al., 2021).

Por isto, existe a tendéncia de substitui¢do de inseticidas antigos ou de amplo espectro
para combater populagdes resistentes de determinadas pragas e seus efeitos nocivos em
organismos nao-alvos, de modo a atender os principios do manejo integrado de pragas (MIP) e
as exigéncias regulatorias toxicoldgicas e ambientais (Nauen et al., 2015; Sparks & Nauen,
2015).

Os principais grupos de inseticidas utilizados no controle de A. gemmatalis sdo os
piretréides, organofosforados, inibidores de biossintese de quitina, carbamatos, ciclodienos e
bio-inseticidas (Castro et al., 2019, 2021; Haase et al., 2015; Panizzi, 2013). No entanto, muitos
destes inseticidas usados no controle da A. gemmatalis tem apresentado baixa eficicia e relatos
de populacdes resistentes desta praga (Panizzi, 2013; Sosa-Gomez & Omoto, 2012). Dentre
eles se encontram lambda-cialotrina, clorantraniliprole, além dos microbianos AgMNPV e
Bacillus thuringiensis (Abot et al., 1996; Baptista et al., 1995; Sosa-Gémez & Miranda, 2012).

A flupiradifurona € um pesticida sistémico, que age por contato e ingestao, atua como
agonista nos receptores nicotinicos de acetilcolina de insetos, semelhante aos neonicotinéides.
Este inseticida é altamente eficaz contra insetos sugadores, principalmente moscas-brancas e
pulgdes (Sparks & Nauen, 2015).

Os inseticidas usados em programas de manejo integrado de pragas (MIP), devem ser
eficientes contra insetos-pragas, mas também ter baixa toxicidade aos organismos ndo-alvo,
como insetos predadores, parasitoides e polinizadores (Torres & Bueno, 2018). Além disso,
mesmo que usados nas concentragdes indicadas pelos fabricantes, os inseticidas podem
provocar efeitos subletais em organismos nao-alvo, prejudicando seu desenvolvimento, sistema

imunoldgico, reprodugdo e sobrevivéncia (Desneux et al., 2007).
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Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae) € inimigo natural de A.
gemmatalis (Zanuncio et al., 2016) com hébito alimentar zoofit6fago, que pode se alimentar de
substratos vegetais na auséncia de presas (Evangelista Junior et al., 2004). Essa espécie ataca
indmeros insetos-praga incluindo larvas de lepiddpteros e coledpteros em ecossistemas
agricolas e silviculturais (De Clercq et al., 2000; Zanuncio et al., 1994).

Devido ao potencial de uso de P. nigrispinus como predador no MIP de lagartas, os
efeitos indiretos dos agroquimicos nessa espécie tém sido avaliados. A capacidade predatéria
e areproducdo de P. nigrispinus diminuiram apds consumir lagartas de Spodoptera frugiperda
contaminadas com O6leo de neem (Azadirachta indica) (Campos et al., 2014). A reproducido
desse predador diminuiu quando alimentado com lagartas de A. gemmatalis tratadas com folhas
de soja expostas a diflubenzuron (Castro et al., 2012). Estes e outros estudos destacam a
importancia da avaliagdo dos quimicos usados nos programas de controle pois podem afetar
organismos ndo-alvo como, abelhas (Carneiro et al., 2020, 2022), parasitéides (De La Cruz et
al., 2017), joaninhas (De Armas et al., 2020; Pasini et al., 2021) e percevejos (Martinez et al.,
2019; Santos Junior et al., 2020; Silva et al., 2020).

A flupiradifurona tem acdo neurotoxica e apds ser ingerida pelo inseto, atinge o
intestino médio, principal 6rgao responsdvel por desempenhar fun¢des especializadas como,
regeneracdo e proliferagdo celular, absor¢do de nutrientes e detoxificacdo de componentes
toxicos (Cruz-Landim & Cavalcante, 1999; Denecke et al., 2018; Terra & Ferreira, 2020). Por
1ss0, a investigacao dos efeitos dos inseticidas no intestino depois da digestdo € de fundamental
importancia porque podem afetar a fisiologia do inseto (Arthidoro de Castro et al., 2020; Plata-
Rueda et al., 2021; Terra & Ferreira, 2020).

O corpo gorduroso, alvo secundério dos inseticidas € um dos 6rgaos mais importantes
para os processos de manutengdo e reprodugdo do inseto (Roma et al., 2010). Este 6rgao €
responsavel por detoxificar, produzir e armazenar de lipideos, carboidratos e proteinas (Arrese
& Soulages, 2010). Danos causados no corpo gorduroso podem afetar varios processos
fisiolégicos do inseto. Assim, o conhecimento dos mecanismos de acdo toxica da
flupiradifurona no corpo gorduroso de lagartas desfolhadoras e de seus predadores pode
contribuir para aumentar a eficicia desses produtos e melhorar as estratégias de manejo dessas
lagartas.

O objetivo foi avaliar a toxicidade, o efeito anti-alimentar, histopatoldgico e citotéxico
da flupiradifurona no intestino médio das lagarta de A. gemmatalis e seus efeitos indiretos no

intestino médio e corpo gorduroso do seu predador P. nigrispinus.
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2. Material e métodos
2.1. Insetos

Espécimes de A. gemmatalis foram obtidos da cria¢do estoque mantida no Laboratério
de Controle Biolégico de Insetos do Instituto de Biologia Aplicada a Agricultura e Pecudria
(BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Adultos de A.
gemmatalis foram criados em gaiolas de madeira (30 x 30 x 30 cm) cobertas com malha pléstica
revestida internamente por folha de papel almago para oviposi¢cdo, alimentados diariamente
com dieta liquida (Greene et al., 1976) embebida em algodao e mantidos a 25 +2 °C, 70 = 10%
umidade relativa, fotoperiodo de 12:12 h (claro: escuro). A cada dois dias, as massas de ovos
depositadas no papel foram removidas e transferidas para recipiente de 1 L de poliestireno.
ApOs a eclosdo, as lagartas de A. gemmatalis foram alimentadas com dieta artificial composta
de 10 g de agar, 15,6 g de levedura de cerveja, 25 g de germe de trigo, 25 g de proteina de soja,
31,2 g de feijao, 12,5 g de caseina e 2,5 mL de solucdo vitaminica (1,2% de acido ascérbico,
0,03% pantotenato de célcio, 0,015% de niacina, 0,008% de riboflavina, 0,004% de tiamina e
0,004% de HCI) (Greene et al., 1976). Lagartas de terceiro instar de A. gemmatalis foram
utilizadas nos bioensaios seguindo o método toxicoldgico padrio para avaliacdo de inseticidas
sobre noctuideos recomendados pelo Comité de Acdo a Resisténcia a Inseticidas (IRAC; teste
No. 020) (IRAC Susceptibility Test Methods 020, 2009).

Adultos de P. nigrispinus foram obtidos da criagdo massal do Laboratério de Controle
Biologico do Instituto de Biologia Aplicada a Agricultura e Pecudria (Bioagro, Universidade
Federal de Vicosa, Minas Gerais, Brasil), mantidos a 25 + 2 °C, umidade relativa de 75 + 5% e
12 h fotofase. Esses insetos foram alimentados com pupas de Tenebrio molitor L. (Coleoptera:

Tenebrionidae) e folhas de Eucalyptus grandis (W. Hill ex. Maiden) ad libitum.

2.2. Bioensaio de concentracio—mortalidade

A solugdo estoque do inseticida flupiradifurona (Sivanto Prime® 200 SL) Bayer
CropScience Co. Ltd (Monheim am Rhein, Alemanha) foi obtida a partir da dilui¢do deste
inseticida em dgua destilada e deionizada (ddH20) em seis concentragdes (1,562; 3,125; 6,25;
12,5; 25 € 50 g L") para avaliagdo da sua toxicidade e construg¢io da curva de concentragio—
mortalidade para estimar as concentragdes letais responsdveis por causar mortalidade em 25%
(CLa2s), 50% (CLso), 75% (CL7s) e 90% (CLgo) das populacdes de A. gemmatalis. O controle
foi realizado com ddH>O e para cada concentragdo foi acrescentado 1 pL diariamente sobre 0,5
g de dieta artificial, também reposta diariamente (Castro et al., 2021). Trés repeticdes de 10

lagartas de A. gemmatalis alimentadas com dieta artificial foram individualizadas em placas de
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Petri (90 mm em didmetro) seguindo um delineamento experimental inteiramente casualizado.

O ndmero de lagartas mortas foi registrado diariamente por 72 h.

2.3. Bioensaio de tempo—mortalidade

Os procedimentos e condi¢des de exposi¢do foram os mesmos descritos acima para o
bioensaio de concentracdo—mortalidade. Lagartas de A. gemmatalis individualizadas em placas
de Petri foram expostas por ingestdo a flupiradifurona nas CLas, CLso, CL75 € CLoo estimadas
no bioensaio de concentracio—mortalidade. O controle foi realizado com ddH>O. O nimero de
lagartas vivas foi registrado a cada 6 h por 48 h, utilizando trés repeticdes com 10 lagartas
individualizadas por concentrac¢do da flupiradifurona, seguindo um delineamento inteiramente

a0 acaso.

2.4. Efeito anti-alimentar

Lagartas de A. gemmatalis foram expostas a flupiradifurona apés consumir folhas de
soja tratadas com esse produto (Plata-Rueda et al., 2020). Fragmentos das folhas de soja (20 x
20 mm) foram esterilizados com 5% de hipoclorito de sddio, lavados trés vezes com dgua
destilada e secos no ambiente, foram imersos por 5 s em solucdo de flupiradifurona nas
concentracdes estimadas, CLos, CLso, CL75 € CLoo. Apds a secagem em temperatura ambiente
por 5 min, fragmentos de folhas de soja foram ofertados para lagartas mantidas individualizadas
em placas de Petri contendo uma lagarta que foi previamente mantida em jejum por 24 h. Cada
folha de soja foi fotografada apos 6 h de exposi¢do a lagarta, com camera fotografica digital
(D40, lente 18-55 mm, Nikon Corporation, Téquio, Japao) com foco macro de 15 cm, sob luz
natural e fluorescente (SB -700 Nikon Corporation, Japao). As imagens foram avaliadas usando
o software de analise digital UTHSCSA Image Tool v. 2.0 (Universidade do Texas, Austin,

TX, EUA). A drea foliar consumida pelas lagartas foram medidas em mm?

com pixels baseados
em histograma RGB (vermelho, 700 nm; verde, 546,1 nm; azul, 435,8 nm). Quinze repeti¢des
por concentragdo da flupiradifurona (CLas, CLso, CL75 e CLoo) e controle foram realizadas em

um delineamento inteiramente casualizado.

2.5. Histopatologia
2.5.1. Anticarsia gemmatalis

Vinte lagartas de A. gemmatalis individualizada em placa de Petri (9 cm diametro),
foram alimentadas com 0,5 g de dieta contaminada a CLso estimada da flupiradifurona (1 pL),

depois de 24 h de jejum (Castro et al., 2021; Plata-Rueda et al., 2020). Ap6s alimentacdo por
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1.5, 3,6, 12, e 24 h, as lagartas (n = 4 por tempo) foram crioanestesiadas a -4 °C por 5 min, o
intestino médio foi dissecado em solucao salina para insetos (0,1 M NaCl+ 0,2 M KH,PO4+ 0,2
M Na;HPOy) e transferido para solugdo fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 12 h a
5 °C. A seguir as amostras foram desidratadas em série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e
95%) e embebidas em historesina (Leica Biosystem Nussloch GmbH, Wetzlar, Germany).
Secdes com 3 um de espessura do intestino médio das lagartas foram obtidas em micrétomo
rotativo, coradas com hematoxilina e eosina e analisadas em microscépio de luz Olympus BX-

60 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan).

2.5.2. Podisus nigrispinus

Cinco lagartas de A. gemmatalis foram expostas por ingestdo a CLoo estimada de
flupiradifurona, depois de 24 h de jejum. Cada lagarta foi individualizada em placa de Petri (9
cm didmetro) e alimentada com 0,5 g de dieta artificial contendo 1 puL da CLoo de
flupiradifurona ou d4gua como controle. Apds 1 hora de consumo, as lagartas foram transferidas
para as placas de Petri (9 cm diametro) contendo um unico percevejo adulto por placa, mantidos
em jejum por de 24 horas. Cada percevejo foi alimentado com uma lagarta recém alimentada
com a Cloo de flupiradifurona ou lagarta sem exposicdo como controle (Castro et al., 2021;
Plata-Rueda et al., 2020). Ap6s alimentacdo por 6 horas, os percevejos foram crioanestesiados
a -4 °C por 5 min. O intestino médio e o corpo gorduroso foram dissecados em solucdo salina
para insetos (0,1 M NaCl+ 0,2 M KH2PO4+ 0,2 M Na;HPOs) e transferidos para solucao
fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 12 h a 5 °C. A seguir as amostras foram
desidratadas em série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 95%) e embebidas em historesina
(Leica Biosystem Nussloch GmbH, Wetzlar, Germany). Se¢des com 3 um de espessura foram
obtidas em micrétomo rotativo, coradas com hematoxilina e eosina e analisadas em

microscopio de luz Olympus BX-60 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan).

2.6. Histoquimica do corpo gorduroso
Algumas seccdes histoldgicas do corpo gorduroso dos percevejos foram submetidas aos
testes histoquimicos descritos a seguir, analisadas e fotografadas em microscopio Olympus BX

60.

2.6.1. Deteccao de Proteinas
As amostras histoldgicas foram incubadas em mercurio bromofenol (100 mL de acido

acético 2%; 0,05 g de azul de bromofenol; 1,5 g de cloreto de merctrio) por 2 h e 15 min. Em



44

seguida foram lavadas com dcido acético 0,5% por 10 min e em dgua corrente por 15 min,

montadas e analisadas.

2.6.2.Deteccao de Polissacarideos neutros e glicoconjugados

Na técnica de PAS (periodic acid-schiff) as amostras histolégicas foram imersas em
acido periddico (0,4%) por 30 min, lavadas rapidamente em 4dgua destilada e transferidas para
reativo de Schiff (Lillie, 1965) por 1 h no escuro, lavadas em dgua corrente por 30 min,

montadas e analisadas.

2.7. Citotoxicidade

Lagartas de terceiro instar de A. gemmatalis alimentadas com dieta tratada com
flupiradifurona a CLso estimada e os percevejos alimentados com as lagartas tratadas a CLoo,
ambos como descrito na histopatologia. As lagartas e os percevejos foram crioanestesiados a -
4°C, os intestinos médios de ambos e apenas o corpo gorduroso dos percevejos foram
dissecados e transferidos para glutaraldeido (2,5%) tamponado com cacodilato de sddio (0,2
M, pH 7,2 contendo 0,2 M de sacarose) por 4 h em temperatura ambiente. Essas amostras foram
pos-fixadas em tetréxido de 6smio a 1% no mesmo tampao por 2 h, lavadas em tampao,
desidratadas em série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 99%) e embebidas em resina LR
White (London Resin Company Ltd.). Secdes ultrafinas (70-90 nm de espessura) do corpo
gorduroso foram obtidas com navalha de diamante em ultramicrétomo Sorvall MT2-BMT2-B
(Sorvall Instruments, Wilmington, DE, USA), contrastadas com acetato de uranila aquosa 1%
e citrato de chumbo (Reynolds, 1963) e examinadas em microscopio eletronico de transmissao

Zeiss Libra 120 (Carl Zeiss, Jena, Germany).

2.8. Analise estatistica

Os dados de concentragdo-mortalidade foram submetidos a andlise Probit para obter a
curva de concentracdo—mortalidade usando o procedimento PROC PROBIT do programa SAS
v. 9.0 (SAS Institute, Campus Drive Cary, NC, USA). Os dados do bioensaio tempo-
mortalidade foram submetidos a andlise de sobrevivéncia com os estimadores por Kaplan-
Meier (log-rank-test) usando o software Origin Pro v.9.1 (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, USA). Os dados das lagartas de A. gemmatalis sobreviventes até o final do
experimento foram tratados como censurados. Os dados do efeito anti-alimentar foram

submetidos a andlise de variancia unidirecional (One-way ANOVA) e as médias comparadas



45

post-hoc pelo teste de diferenca significativa honestamente (HSD) de Tukey no nivel de

significancia de 5%.

3. Resultados
3.1. Bioensaio de toxicidade/concentracio—mortalidade

O modelo de concentragdo—mortalidade utilizado foi adequado (P > 0,05), mostrando
que flupiradifurona foi téxica para A. gemmatalis na CLso = 5,10 (3,38-6,83) g L' (Tabela 1).

A mortalidade no grupo controle foi menor que 1%.

Tabela 1. Concentragdes letais de flupiradifurona contra Anticarsia gemmatalis apds 72 horas
de exposicdo obtida da andlise probit (g.1. = 5, slope £ SE = 1,969 + 0,31, intercepto = 1,394).

N.°de Concentragdes Concentragao Intervalo de confianca x?
lagartas letais estimada a0 95% (Valor—p)
(gL (gL
150 CLas 2,32 1,16 —3,48 0,38 (0,98)
150 CLso 5,10 3,38 - 6,84
150 CL7s 11,23 8,49 — 15,60
150 CLoo 22,85 16,32 - 39,07

3.2. Bioensaio de tempo—mortalidade

A sobrevivéncia das lagartas de A. gemmatalis expostas as diferentes concentracdes
letais de flupiradifurona durante as 48 h de avaliacdo diferiram (teste de log-rank > = 10,78,
gl.=1, P <0,001), diminuindo de 99.9% no controle, para 64,8%, 57%, 25,1% e 12,8% com
as CLzs, CLso, CL7s e CLoo, respectivamente (Fig. 1).
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Figura 1. Curvas de sobrevivéncia de lagartas de Anticarsia gemmatalis expostas a diferentes
concentracoes letais (CL) de flupiradifurona, submetidas a anélise de sobrevivéncia usando o
estimador Kaplan—Meier (teste de log-rank, x2 =10,78; P <0,001).

3.3. Efeito anti-alimentar

A drea foliar consumida por lagartas de A. gemmatalis foi menor em folhas de soja (F2,14
= 34,38 P < 0,001), diminuindo de 43,26 mm? no controle para 4,79 mm? na CLoo de
flupiradifurona (Fig. 2).
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Figura 2. Area foliar da folha de soja (média + SE) consumida por lagartas de Anticarsia
gemmatalis apds exposicdo a flupiradofurona (CLzs, CLso CL75 e CLgo) e dgua (controle).
Barras com letras diferentes diferem pelo teste de separacao de médias de Tukey (P < 0,05).

3.4. Histopatologia do intestino médio de Anticarsia gemmatalis

O epitélio do intestino médio das lagartas controle encontrava-se com uma camada
simples de células digestivas colunares e caliciformes, borda estriada bem desenvolvida e
matriz peritréfica evidente no lumen (Fig. 3A). As células caliciformes continham uma
cavidade interna com borda estriada e nucleo basal (Fig. 3A) e as células digestivas, borda
estriada apical, niicleo com cromatina descondensada e citoplasma com alguns vacuolos (Fig.
3A).

O epitélio das lagartas expostas a CLso de flupiradifurona estavam com lesdes

histopatoldgicas diferindo do controle (sem lesdo) e com vacuolizac¢do do epitélio depois de 1.5
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h de exposicdo ao tratamento e inicio de desorganizacdo celular com liberacdo de alguns
fragmentos no limen (Fig. 3B). A matriz peritréfica se manteve integra (Fig. 3B).

Ap6s 3 h de exposicdo a flupiradifurona, o epitélio do intestino médio encontrava-se
desorganizado com células digestivas alongadas e grumos de cromatina condensada no nicleo
(Fig. 3C). A borda estriada tinha rupturas em algumas regides e protrusdes apicais com
liberacdo de fragmentos celulares para o limen (Fig. 3C). Nas células caliciformes a borda
estriada estava desorganizada (Fig. 3C).

Os danos observados com 6 h de exposica@o ao inseticida foram mais evidentes que nos
tempos anteriores. O epitélio encontrava-se desorganizado, com protrusdes apicais e
fragmentos celulares contendo nicleo liberados no limen (Fig. 3D). O citoplasma das células
digestivas estava com intensa vacuolizacdo e nicleo com cromatina condensada (Fig. 3D). As
células caliciformes encontravam-se com sua borda estriada interna danificada e a matriz
peritréfica ausente (Fig. 3D).

Depois de 12 horas de exposi¢do a flupiradifurona o epitélio intestinal permaneceu
desorganizado com ruptura da borda estriada em algumas regides e matriz peritrofica ausente
(Fig. 3E). Fragmentos celulares contendo nucleos foram liberados no limen, o citoplasma das
células digestivas apresentou vacuolizacdo e os nudcleos mostraram alta condensacdo da
cromatina (Fig. 3E). A borda estriada interna das células caliciformes apresentou sinais de
degradacio (Fig. 3E).

Com 24 h de exposi¢ao a CLso do inseticida, o epitélio do intestino médio estava
desorganizado com células alongadas, mas a borda estriada estava presente na maior parte de
sua extensdo (Fig. 3F). As protrusdes apicais em dire¢do ao limen e os fragmentos celulares
estavam em menor quantidade em relacdo aos tempos de exposicdo anteriores (Fig. 3F). Os
nucleos das células digestivas mostraram predominio de cromatina condensada e a borda
estriada interna das células caliciformes extremamente desorganizada (Fig. 3F). A matriz

peritréfica foi observada em determinadas partes ao longo do intestino médio.
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Figura 3. Micrografias de luz do intestino médio de lagartas de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Noctuidae) alimentadas com flupiradifurona a CLso por 1,5h (B), 3h (C), 6h (D),
12h (E), 24h (F). [A]: grupo controle. Epitélio do intestino médio (Ep) internamente revestido
pela matriz peritréfica (MP), borda estriada bem evidente (seta), células digestivas (CD) com
nucleo evidente (N) e células caliciformes (CC), limen (L) e alguns vactolos (asteriscos). [B]:
epitélio desorganizado com vacuoliza¢do, protrusdes citoplasmaticas (asterisco preto) em
direcdo ao limen e fragmentos de matriz peritréfica. [C]: epitélio desorganizado com rupturas
na borda estriada (seta preta), protrusdes citoplasmaticas, células digestivas com nucleo de
cromatina condensada. Células caliciformes com borda estriada degradada (seta branca),
fragmentos celulares (ponta de seta) no limen. [D]: epitélio desorganizado com alta
vacuolizagdo, fragmentos celulares contendo nicleo e borda estriada danificada. Células
digestivas com alta vacuolizagao, células caliciformes com danos na borda estriada. [E]: epitélio
com borda estriada danificada e fragmentos celulares (ponta de seta) e protrusdes
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citoplasmédticas em direcdo ao ldmen. Células digestivas com nicleo com cromatina
condensada e vacuolizacdo. Células caliciformes com borda estriada danificada. [F]: epitélio
alongado com borda estriada e matriz peritréfica. Células digestivas com cromatina condensada
no nucleo e células caliciformes com danos na borda estriada. Liimen com fragmentos celulares.
Barras = 20 um.

3.5. Citotoxicidade

As microvilosidades das células digestivas do intestino médio das lagartas no controle
estavam com superficie bem desenvolvidas, presenca de mitocondrias no citoplasma apical e
vacuolos (Fig. 4A). As dobras da membrana plasmdtica formaram um labirinto na por¢ao basal
das células digestivas, com predominancia de cromatina descondensada no nicleo, alguns
grumos de cromatina e nucléolo bem desenvolvido (Fig. 4C). As microvilosidades das células
caliciformes encontravam-se evidentes e o citoplasma com alguns vacuolos (Fig. 4B). Presenca
de vacuolos, mitocondrias e nicleo com nucléolo evidente na por¢ao basal da célula do intestino
médio (Fig. 4D).

As células do intestino médio das lagartas apresentaram alteracdes apds 1,5 horas de
exposicdo a flupiradifurona. A regido apical das células digestivas mostrou vacuolos
autofédgicos, muitas mitocOndrias e reservas de glicogénio (Fig. 5A). Na regido basal das células
digestivas observou-se aumento na vacuolizagdo, presenca de mitocOndrias, e vacuolos
autofagicos com conteido membranoso (Fig. 5C). As microvilosidades da borda estriada das
células caliciformes encontravam-se degradadas (Fig. 5B) e a regidao basal com labirinto bem
desenvolvido associado a mitocondrias e grumos de cromatina condensada no nicleo (Fig. 5D).

Depois das 24 h da ingestdo do inseticida, o citoplasma apical e perinuclear das células
digestivas das lagartas encontravam-se ricos em mitocondrias e vacuolos autofagicos (Fig. 6A,
6C). A célula caliciforme mostrou alta desorganizacdo das microvilosidades e cavidade com

fragmentos celulares e de borda estriada (Fig. 6B e 6D).
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Figura 4. Micrografias eletronicas de transmissdo de células digestivas (CD) e células
caliciformes (CC) do intestino médio de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) no
controle. [A]: regido apical com microvilosidades bem desenvolvidas (Mv), mitocondrias (seta)
de lagartas do grupo controle. [B]: regido apical da célula caliciforme com cavidade evidente
(C) com microvilosidades bem desenvolvidas e alguns vactolos. [C]: regido basal das células
digestivas mostrando nucleo (N) com nucléolo evidente (Nu) e labirinto basal (LB). [D]: regido
basal da célula caliciforme com microvilosidades em parte da cavidade e presenca de vactolos,
mitocondrias e nicleo com nucléolo evidente.
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Figura 5. Micrografias eletronicas de transmissdo do intestino médio de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Noctuidae) expostas por ingestdo a CLso de flupiradifurona depois de 1,5 horas
de exposicdo. [A]: regido apical da célula digestiva (CD) com formacao de vacuiolos autofdgicos
(cabeca de seta) e muitas mitocOndrias (seta). [B]: célula caliciforme (CC) com
microvilosidades em degradagao (Mv), vacuolos, reserva de glicogénio (asterisco). [C]: regido
basal da célula digestiva com niucleo (N), nucléolo (Nu), grumos de cromatina (quadrados),
mitocondrias e vactolos autofdgicos. [D]: regido basal da célula caliciforme com ntcleo e
grumos de cromatina e mitocondrias associadas a lamina basal (LB).
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Figura 6. Micrografias eletronicas de transmissao de intestino médio de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Noctuidae) expostas por ingestdo a CLso de flupiradifurona depois de 24 horas de
exposicdo. [A]: regido apical da célula digestiva (CD) com microvilosidades (Mv),
mitocOndrias (seta) e vactiolos autofagicos (cabeca de seta branca). [B]: célula caliciforme (CC)
mostrando microvilosidades em degradacao e cavidade (C) e presenca de residuos de material
citoplasmatico e parte da borda estriada (cabeca de seta preta). [C]: regido basal da célula
digestiva com vacuolos autofdgicos, mitocondrias e reticulo endoplasmatico rugoso (RER).
[D]: célula caliciforme residuos de material citoplasmdtico e microvilosidades no interior da
cavidade.

3.6. Histopatologia do intestino e corpo gorduroso de Podisus nigrispinus

A regido basal do epitélio intestinal de P. nigrispinus alimentado com lagartas de A.
gemmatalis sem exposicao ao inseticida, encontrava-se revestido por uma camada simples de
células digestivas e a presencga de células regenerativas formando ninhos espalhados na regidao
basal (Fig. 7A). A regido apical do epitélio evidenciou borda estriada bem desenvolvida e as
c€lulas digestivas colunares apresentaram nucleo com predominio de cromatina descondensada

(Fig. 7A). O epitélio e a borda estriada do intestino médio de P. nigrispinus alimentados com
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lagartas previamente tratadas com flupiradifurona a CLgo, encontravam-se com suas
arquiteturas desorganizadas, citoplasma altamente vacuolizado e condensacdo de cromatina no

nicleo (Fig. 7B).

"‘?&w@"’"
b

Figura 7. Micrografias de luz do intestino médio de Podisus nigrispinus (Heteroptera
Pentatomidae) 6 horas apds predacdo de lagartas expostas previamente com flupiradifurona a
CLoo. [A]: epitélio (Ep) do intestino médio do grupo controle com camada simples de células
digestivas (CD) com nucleo evidente (N), ninho de células regenerativas (CR), borda estriada
bem desenvolvida (seta), alguns vactolos (asteriscos) e limen (L). [B]: epitélio desorganizado,
borda estriada com danos e vacdolos. Células digestivas com cromatina condensada no nicleo
e ninhos de células regenerativas. Barras = 20 pm.

O corpo gorduroso de P. nigrispinus encontrava-se com trofocitos desenvolvidos, com
pequenas gotas lipidicas no citoplasma e nucleo bem desenvolvido (Fig. 8A). Os endcitos do
corpo gorduroso estavam com citoplasma baséfilo homogéneo e cromatina descondensada no
nucleo (Fig. 8 A).

Os trofécitos do corpo gorduroso de P. migrispinus alimentados com lagartas de A.
gemmatalis tratadas com flupiradifurona a CLoo estavam com gotas lipidicas aumentadas em
quantidade e tamanho (8B). O teste de PAS (periodic acid-shiff) evidenciou depdsitos de
polissacarideos no citoplasma dos trofécitos e apresentaram aumento significativo quando
comparados ao controle (8C e 8D).

Podisus nigrispinus alimentados, tanto com lagartas contaminadas com inseticida como
aquelas do controle tratadas com mercurio de bromofenol continham quantidades semelhantes

de granulos de proteinas no citoplasma dos trofécitos das células do intestino médio (8E e 8F).

3.7. Citotoxicidade
As microvilosidades das células digestivas do intestino médio de P. nigrispinus

encontravam-se evidentes, com o citoplasma apical e perinuclear rico em mitocondrias (Fig.
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9A), predominio de cromatina condensada no nicleo e a presenca de grumos de cromatina (Fig.
9B).

Podisus nigrispinus alimentados com lagartas de A. gemmatalis tratadas com
flupiradifurona na CLso tinham muitos vacuiolos autofdgicos com fragmentos membranosos no
citoplasma apical das células digestivas (Fig. 9C e Fig. 9D).

Os trofdcitos das células do corpo gorduroso dos percevejos no controle continham
também gotas lipidicas bem marcadas ndo diferindo daqueles trofécitos de percevejos

alimentados com lagartas contaminadas com inseticida (Fig. 10A e 10B).
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Figura 8. Micrografias de luz do corpo gorduroso de P. nigrispinus. [A]: corpo gorduroso do
controle com trofécitos (T) gotas lipidicas (ponta de seta), endcito (E) e nicleo. [B]: corpo
gorduroso de percevejos tratados com trofdcitos (T), endcitos e grandes gotas lipidicas. [C]:
tratamento de PAS no corpo gorduroso do controle. Marca¢des em rosa indicando presencga de
polissacarideos (ponta de seta preta). [D]: tratamento de PAS no corpo gorduroso do tratamento
com inseticida. Ponta de seta preta indica polissacarideos em maior concentragdo. [E]:
tratamento de mercurio de bromofenol no corpo gorduroso do controle. Nucleos evidentes e
gotas lipidicas. Em evidéncia: possiveis micetdcitos (M) com presenca de bactérias e nicleo
evidente. [F]: tratamento de mercurio de bromofenol no corpo gorduroso do tratamento com
inseticida. Trofdcitos, gotas lipidicas e nicleo evidente. Barras = 20 pm.
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Figura 9. Micrografias eletronicas de transmiss@o de intestino médio de Podisus nigrispinus
(Hemiptera: Pentatomidae) alimentados com lagartas de A. gemmatalis tratadas previamente
com flupiradifurona na CLso. [A]: regido apical com microvilosidades (Mv), mitocOndrias
(seta) - Controle [B]: regido perinuclear com mitocondrias (seta), nicleo (N) com grumos de
cromatina (quadrado) - Controle [C]: regido apical com microvilosidades, alta vacuolizagao
(V), vacuolos autofdgicos (cabeca de seta branca). [D]: regido apical com vacudlos, vacuiolos
autofagicos e em destaque, autofagossomos.
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Figura 10. Micrografias eletronicas de transmissao de corpo gorduroso de Podisus nigrispinus
(Hemiptera: Pentatomidae) alimentados com lagartas de A. gemmatalis tratadas previamente
com flupiradifurona na CLso. [A]: trofécito (T) com gotas lipidicas (setas) do controle. [B]:
trofécito com gotas lipidicas do tratamento com inseticida.

4. Discussao

A flupiradifurona é téxica para lagartas A. gemmatalis por ingestdo (CLso = 5,10 g L),
causando mortalidade de acordo com a concentracgdo letal. Resultados similares foram descritos
para A. gemmatalis expostas a outros pesticidas, como clorantraniliprole (Castro et al., 2021),
tebufenozide (Fiaz et al., 2018) e clorpirifés (Plata-Rueda et al., 2020). A toxicidade da
flupiradifurona contra as lagartas e o aumento da mortalidade nas maiores concentragdes
reforcam sua eficdcia para controlar essa praga.

As variagdes no tempo letal com as diferentes concentra¢des do inseticida podem estar
associados com o método de aplicacdo utilizado (Martinez et al., 2018), a quantidade de
inseticida necessaria para induzir neurotoxicidade aguda (Fiaz et al., 2018, Benelli et al. 2018),
e os mecanismos de detoxifica¢do de cada inseto (Rharrabe et al., 2007). A elevada mortalidade
de lagartas de A. gemmatalis submetidas as diferentes concentracdes do inseticida
flupiradifurona indica que esse inseticida € eficaz em reduzir populagdes desta praga, podendo
ser utilizado em programas de manejo de populagcdes desta praga em condi¢des de campo.

O baixo consumo das folhas tratadas com flupiradifurona sugere efeito anti-alimentar
do inseticida nas lagartas, o que pode ter sido causado pelo seu modo de a¢do. Flupiradifurona
causa hiperexcitabilidade impedindo que o inseto se alimente, o que reduz a desfolhadora
(Nauen et al., 2015). A inibicdo alimentar em lagartas, normalmente € detectada por
quimiorreceptores nas sensilas das pegas bucais do inseto, como observado em larvas de quinto

instar de Spodoptera litura (Fabricius, 1775) (Lepidoptera: Noctuidae) expostas a azadiractina
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(Qin et al., 2020). Este estudo identificou genes na sensila de S. litura que detectam compostos
quimicos téxicos e podem ser explorados por técnicas moleculares para aumentar a eficicia de
controle de lagartas desfolhadoras prolongando o tempo de uso da flupiradifurona.

O resultado encontrado para as concentragdes letais estudadas indicam que a ingestao
da flupiradifurona pode causar efeitos deletérios no intestino médio de lagartas, afetando a
atividade das enzimas responsdveis pela digestdo, podendo inibir a absorcao de nutrientes e
causar morte por inani¢do. Efeito semelhante foi observado para o artrépode aquaético,
Gammarus pulex (Linnaeus, 1758) (Amphipoda: Gammaridae) que teve seu consumo alimentar
inibido apés ingerir alimento tratado com flupiradifurona (Huang et al., 2022). Inseticidas a
base de 6leo essencial de capim-limdo, tebufenozide e azadiractina também causaram efeito
semelhante de inibi¢do alimentarem lagartas de A. gemmatalis ((Plata-Rueda et al., 2021; Fiaz
et al., 2018; Farder-Gomes et al., 2021).

As alteracdes histopatdlogicas e ultraestruturais causadas no intestino médio de A.
gemmatalis expostas a flupiradifurona como degradacao da matriz peritréfica e borda estriada,
desorganizacdo epitélio desorganizado, vacuolizagdo citoplasmatica, condensacdo de
cromatina, protusdes apicais € fragmentagdo celular no limen do 6rgao, sdo caracteristicas de
morte celular por apoptose (Hacker, 2000; Kerr et al., 1972; Taatjes et al., 2008).

Apoptose € uma forma de morte celular programada ou “suicidio celular” que atua na
remog¢ao de células infectadas, transformadas ou danificadas, durante o desenvolvimento do
organismo e homeostase dos tecidos (Franzetti et al., 2012; Ulukaya et al., 2011).
Morfologicamente a apoptose pode ser identificada por perda de volume celular, condensagdo
de cromatina, protrusdes citoplasméticas e formagao de corpos apoptéticos (Hacker, 2000). A
atividade apoptética € mediada por proteases responsaveis pela clivagem de componentes do
citoesqueleto, laminas nucleares e de proteinas de adesdo célula-célula que ligam as células as
suas vizinhas. Isso possibilita a separacdo da célula apoptética das suas vizinhas, facilitando
sua remocgao (Alberts, 2017; Ndozangue-Touriguine et al., 2008). Esse fendmeno pode explicar
a desorganizacdo do epitélio, a perda da borda estriada e a condensacdo nuclear das células do
intestino médio de lagartas de A. gemmatalis. Os fragmentos celulares liberados no limen do
intestino, podem ser corpos apoptéticos originados durante a reorganizacdo da actina e
fosforilagdo da miosina (Ndozangue-Touriguine et al., 2008). Danos intestinais semelhantes
foram descritos em Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) (Vinha et
al., 2021) expostas a deltametrina, Apis mellifera (Linnaeus, 1758) (Hymenoptera: Aphidae)
expostas a imidacloprido (Carneiro et al., 2022) e larvas de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

(Diptera: Culicidae) expostas a piriproxifen (Fiaz et al., 2019).
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O rompimento da matriz peritréfica e da borda estriada sugere mudancas na fisiologia
do intestino, uma vez que a primeira é responsdvel por proteger o intestino contra patégenos,
toxinas e danos mecanicos e a segunda, por sua vez, aumenta a superficie de contato das células
permitindo uma maior absor¢do de nutrientes (Denecke et al., 2018; Hegedus et al., 2019).
Danos a essas estruturas podem ser, inclusive, uma das causas do efeito anti-alimentar das
lagartas.

As intensidades das alteracdes histopatoldgicas variam com os tempos de exposi¢cdo. As
lagartas de A. gemmatalis expostas por via oral por 24 horas ao inseticida flupiradifurona
tiveram alteracdes histoldgicas amenas no intestino médio se comparada aos demais tempos de
avaliacdo. No entanto, a presenca de vaciolos autofagicos, o aumento de mitocondrias na regiao
basal, a intensa desorganizacdo e degradacdo da borda estriada interna das células caliciformes
nas amostras ultraestruturais avaliadas , indicam uma provavel reacao das células do intestino
médio para proteger e recuperar o tecido afetado pela flupiradifurona (Perez-Perez et al., 2014).
A autofagia faz parte do processo de sobrevivéncia da célula atuando em processos variados
que vao desde o controle de crescimento da célula até a sua morte programada, envolvendo
degradacdo de componentes celulares disfuncionais e pode ocorrer em resposta a estresse
metabodlico ou ambiental, como o inseticida (Hacker, 2000; Maiuri et al., 2007 (Bloemberg &
Quadrilatero, 2019; Perez-Perez et al., 2014; Scherz-Shouval & Elazar, 2011).

As células digestivas produzem enzimas importantes no processo de biotransformacao
de xenobidticos, promovendo detoxificacdo do organismo, além de secretar enzimas digestivas
no limen e absorver nutrientes (Caccia et al., 2019; Cioffi, 1979; Lehane & Billingsley, 2012).
Essas enzimas englobam trés familias principais: carboxilesterase, citocromo P450, e glutationa
S-transferase (Zoh et al., 2021; Zou et al., 2014). Resultado semelhante foi observado para A.
mellifera, que teve seu intestino recuperado apds oito dias de exposi¢do ao neonicotinoide
tiametoxan (Catae et al., 2014). Isto indica que apOs sofrer danos nas primeiras horas de
exposicao ao inseticida, o intestino médio de A. gemmatalis pode se recuperar pela atividade
dessas enzimas, a depender do tempo de exposicao ao produto.

Os danos na borda estriada interna das células caliciformes podem ter prejudicado a
absorcdo de nutrientes e o processo digestivo (Gomes et al., 2013; Harvey et al., 2009), pois
essas células em noctuideos atuam no transporte de potassio (K*) da hemolinfa para o limen e
de cdlcio (Ca*) das células digestivas adjacentes (Gomes et al., 2013). Os residuos de material
citoplasmatico na cavidade interna das células caliciformes do intestino médio de lagartas de

A. gemmatalis ap6s 24 h de exposicao ao inseticida confirmam o processo autofagico.
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As células caliciformes do intestino médio de lagartas de A. gemmatalis podem ter
expelido detritos celulares, como mecanismo de desintoxicac¢do, funcionando como um local
de armazenamento intermedidrio ou espago de entrega, antes da remocao de detritos para o
limen (Gomes et al., 2013). Resultados semelhantes foram também reportados em estudos com
A. gemmatalis expostas a tefufenozide (Fiaz et al., 2018).

A desorganizacdo do epitélio, danos na borda estriada, aumento significativo na
vacuolizagdo e presenca de autossomos no intestino médio de P. nigrispinus nas amostras
histopatolégicas confirmam o processo autofdgico (Romanelli et al., 2014). A vacuolizacdo é
um dos primeiros mecanismos da célula em processo de autofagia (Hacker, 2000) e podem
envolver a formacao de autofagossomos, que sdo vesiculas de dupla camada que sequestram
por¢des do citoplasma e organelas e sdo degradadas apds a fusdo com os lisossomos para
impedir que outros o6rgios sejam atingidos (Tettamanti et al., 2007). O intestino de P.
nigrispinus alimentados com lagartas tratadas com imidaclopride a CLso, em diferentes tempos
(30 min, 1h, 3h e 6h) tiveram resultados semelhantes (Martinez et al., 2019a). Outros
parametros de danos também foram reportados em P. nigrispinus alimentados com presa
contaminada com 6leo de neem (Campos et al., 2014) e diflubenzuron (Castro et al., 2012).
Portanto, embora a flupiradifurona seja eficiente no controle de pragas, ela pode nao ser seletiva
para insetos benéficos, o que requer mais andlises.

O aumento na quantidade e no didmetro das gotas lipidicas do corpo gorduroso tratado
de P. nigripinus indicam uma resposta de detoxificacdo. Proteinas, lipideos e carboidratos sao
fontes importantes de energia durante a vida de um inseto, especialmente durante processos
como muda, atividade muscular como locomog¢do e voo, desenvolvimento reprodutivo e
biotransformacdo de produtos téxicos (Arrese and Soulages, 2010; Thompson, 2003). Sob
condig¢des de estresse, 0 metabolismo energético do inseto € afetado e as demais fun¢des como
mobilizacdo lipidica e proteica, também podem se comprometer afetando o uso, estoque e
sintese ( Sak et al., 2006; Arrese and Soulages, 2010; Yucel and Kayis, 2019). Esse aumento
também pode indicar uma resposta ao estresse oxidativo induzido pelo inseticida, ja que esta
diretamente relacionada com a peroxidacdo lipidica de membrana pela acdo das espécies
reativas de oxigénio (Gokce et al., 2009; Yucel & Kayis, 2019).

Além disso, altos niveis de lipideos encontrados no corpo gorduroso dos percevejos
podem ser um indicativo da transferéncia de substancias téxicas das lagartas para os predadores
por meio da alimentacdo e acimulo no corpo gorduroso (Arrese & Soulages, 2010). Lagartas
expostas a flupiradifurona na CLgo por pouco tempo foram capazes de elevar os niveis de

lipideos para os processos de biotransformacdo. Isto se deve a ingestio de lipideos do contetido
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liquefeito produzido durante a digestdao extra-oral, absorvendo os nutrientes da presa para seu
sistema digestivo (Cohen, 1995, 1998).

A quantidade de polissacarideos nos trofécitos dos percevejos alimentados com lagartas
contaminadas pelo inseticida foi maior que no controle, indicando a necessidade deste predador
acumular glicogénio para obter prontamente energia para uso imediato. A glicose é armazenada
no corpo gorduroso em uma forma polimérica, o glicogénio, pode ser prontamente degradado
sob demanda para ser usado como combustivel glicolitico (Arrese & Soulages, 2010). Assim,
os altos niveis de polissacarideos nas lagartas podem ter sido ingeridos pelos percevejos e
acumulados no seu corpo gorduroso.

Os niveis de proteinas nos percevejos nao diferiram entre os tratamentos, indicando que
a exposicao a flupiradifurona ndo alterou as reservas proteicas deste predador, o que pode ser
atribuido ao fato desses animais requererem alta energia em condi¢Oes de estresse pela
exposicdo ao inseticida. Essa demanda de energia poderia levar o inseto a um estimulo de
catabolismo proteico, diminuindo seus niveis de proteinas, j& que o corpo gorduroso € o
principal local onde enzimas de detoxificagdo sdo produzidas (Li et al., 2019). Isto difere dos
resultados obtidos com vespas Pimpla turionellae que aumentou o catabolismo proteico,
diminuindo os niveis de proteinas no organismo, o que indica sua utilizacdo no processo de
detoxificacdo (Sal et al. 2006). Portanto, era esperado que seus niveis de proteinas de P.
nigrispinus diminuissem, mas isto ndo ocorreu, provavelmente, porque as proteinas produzidas
para o processo de biotransformagdo ndo superaram os niveis daquelas em catélise.

O corpo gorduroso de P. nigrispinus alimentados com lagartas contaminadas pela
flupiradifurona permaneceram com seus endcitos inalterados se comparado ao controle. Nos
Heteroptera, os endcitos sdo claramente distintos das demais células do corpo gorduroso, t€ém
origem ectodérmica e exercem papel importante na detoxificagcdo e protecdo contra substincias
toxicas (Lycett et al., 2006; Martins et al., 2022). Essas células, também, podem estar ligadas a
sintese de feromonio, lipideos, proteinas e de hidrocarbonetos que compdem a cuticula (Arrese
& Soulages, 2010; Ziilfikaroglu et al., 2022). Abelhas solitirias Tetrapedia diversipes
(Hymenoptera: Apidae) expostas ao imidacloprido e africanas Apis mellifera (Hymenoptera:
Apidae) expostas oralmente ao tiametoxan e ao fungicida picoxistrobin tiveram seus endcitos
alterados no corpo gorduroso (Assis et al., 2022; Domingues et al., 2020). Essas alteragdes nos
endcitos abelhas se comparado ao P. nigrispinus podem indicar que os endcitos de P.
nigrispinus sao resistentes a acdo da flupiradifurona.

As células diferenciadas do corpo gorduroso de P. nigrispinus, aparentemente

hospedaram bactérias. Essas células sdo consideradas diferenciacdes funcionais dos trofécitos,



63

modificagdes estruturais resultantes de uma adaptacdo a uma determinada atividade especifica
como os micetdcitos, cromotdcitos e urdcitos (Dean et al., 1985; Roma et al., 2010). Os
micetdcitos sdo células que contém microrganismos procaridticos simbidticos, como a bactéria
Blattabacterium cuenoti que nas baratas sdo responsdveis por sintetizar aminodcidos
importantes e ainda participa da reciclagem do nitrogénio proveniente do acido urico (Arrese
& Soulages, 2010; Roma et al., 2010; Ziilfikaroglu et al., 2022). Os micetdcitos sdo encontrados
em organismos que comem alimentos de baixa qualidade e dietas desbalanceadas, sintetizando
alguns nutrientes como aminoécidos ou vitamina B (Arrese & Soulages, 2010; Skowronek et
al., 2021). Embora ainda ndo tenha sido descrito na literatura para Heteroptera, é plausivel
sugerir que, esse tipo de célula também desempenhe essas fun¢des no organismo do predador

zoofitéfago P. nigrispinus.

5. Conclusao

A flupiradifurona € toxica para A. gemmatalis, inibe consumo alimentar e induz mudancgas
negativas histologicas e ultraestruturais no intestino do inseto médio desse inseto. Por meio da
exposicao indireta, este inseticida também causa alteracdes no intestino e na histoquimica no
corpo gorduroso do seu predador natural P. nigrispinus. Os efeitos da flupiradifurona mostram
sua eficdcia contra a lagarta, porém causa danos ao seu predador natural, indicando baixa
seletividade. E de suma importancia que novas tecnologias em inseticidas sejam exploradas, de
modo a se obter uma resposta de controle eficaz e reduzir os danos causados aos insetos ndo-
alvo como os inimigos naturais, além de gerenciar a resisténcia a outras pragas. Por isto,
flupiradifurona deve ser utilizada com cautela nos programas de manejo integrado em

agroecossistemas com populacdes naturais de P. nigrispinus.
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CONCLUSOES GERAIS

A abamectina € toxica para A. gemmatalis promovendo inibicdo alimentar, mudancgas
histolégicas e ultraestruturais no intestino médio levando a apoptose, sendo assim, uma
promissora alternativa de inseticida contra essa praga. A flupiradifurona € tdéxica nas
concentracdes letais, induz inibicdo alimentar, alteracOes histolégicas e ultraestruturais no
intestino médio da lagarta, refor¢cando seu potencial controlador dessa praga. A flupiradifurona
promoveu alteracdes no intestino de seu predador natural P. nigrispinus evidenciando sinais de
autofagia. As gotas lipidicas e o teor de polissacarideos sofreram altera¢des no corpo gorduroso
dos percevejos, evidenciando os efeitos em organismos ndo-alvos através da exposicao indireta.
Os efeitos indicam baixa seletividade desse inseticida ressaltando a importancia de mais estudos

sobre seus efeitos em insetos nao-alvos.



