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RESUMO
PODEROSO, Julio César Melo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro

de 2011. O extrato de neem (Azadirachta indica) causa alteragbes no
desenvolvimento ninfal, no aparelho reprodutor e sistema digestivo do
predador Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae)? Orientador: José
Cola Zanuncio. Co-orientadores: Teresinha Vinha Zanuncio e Genésio Tamara
Ribeiro.

A subfamilia Asopinae possui espécies importantes de percevejos predadores,
como Supputius cincticeps (Stal) (Hemiptera: Pentatomidae). Estes percevejos
apresentam potencial para o controle bioldgico de lepidépteros desfolhadores em
plantacGes de eucalipto no Brasil. Inseticidas botanicos, como produtos do neem
(Azadirachta indica), representam outra alternativa para o controle de insetos
herbivoros de sistemas agroflorestais, mas 0 impacto desse inseticida botanico em
percevejos predadores € pouco conhecido. Esse estudo objetivou avaliar o impacto
do neem na sobrevivéncia de ninfas, morfometria de adultos, no aparelho
reprodutor, sistema digestivo e imune celular de S. cincticeps. Cerca de 30% das
ninfas desse predador submetidas a solucéo a 1,0% de neem tiveram dificuldades na
ecdise do terceiro para o quarto estadio. Do total de adultos sobreviventes, de ninfas
tratadas com essa solucdo, 10% apresentaram deformidades no pronoto e asas. Essa
solucdo inseticida reduziu a porcentagem de individuos vivos por instar. Fémeas de
S. cincticeps apresentaram menor comprimento do ovariolo (6,4mm), menor niUmero

total de ovocitos (22,4) e de ovdcitos por ovariolo mais desenvolvido (3,86) com

oleo de neem a 1,0%. Machos adultos de S. cincticeps, de ninfas de segundo estadio
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tratadas topicamente com a solucdo a 1,0 e 0,5%, tiveram area dos testiculos,
semelhantes (0,67 e 0,69 mm) respectivamente e menor que no controle (0,75 mm?).
Esse percevejo predador ndo apresentou alteracbes morfoldgicas no sistema
digestivo. O sistema imune celular de adultos de S. cincticeps foi ativado apos
quatro horas da ingestdo do Oleo de semente de neem. Trés tipos de hemacitos:
plasmatdcitos, prohemocitos e granulocitos foram observados, mas apenas, 0S
plasmatdcitos tiveram a dinamica celular afetada apos quatro horas da ingestdo da
solucdo inseticida. O 6leo de semente de neem altera a morfometria do sistema
reprodutivo e ndo causa alteracdes no sistema digestivo do percevejo Supputius

cincticeps.
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ABSTRACT

PODEROSO, Julio César Melo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, february
2011. Does the neem (Azadirachta indica) extract cause nymphal development,
the reproductive system and digestive tract of the predator Supputius cincticeps
(Heteroptera: Pentatomidae)? Adviser: José Cola Zanuncio. Co- Advisers:
Teresinha Vinha Zanuncio and Genésio Tamara Ribeiro.

The subfamily Asopinae presents important species of predators, as Supputius
cincticeps (Stal) (Hemiptera: Pentatomidae). These stinkbug present potential for the
biological control of Lepidoptera defoliators in eucalyptus plantations in Brazil.
Botanical insecticides, mainly neem (Azadirachta indica), are alternative for the
control of herbivore insects of agroforestry system, but the impact of that botanical
insecticide in stinkbug predators is poor studied. This research evaluated the impact
of the neem in the survival of nymphs, adult’s morphometry, in the reproductive and
digestive tract and cellular immune response of S. cincticeps. About 30% of the
nymphs of that predator exposed to 1.0% neem solution had difficulties in the
ecdysis from the third to the fourth instar. Of the total adult survivors of nymphs
treated with this solution, 10% had deformities in the pronotum and wings. This
solution insecticide reduced the percentage of living individuals by isntar. Females
of S. cincticeps presented shorter ovariole (6.4mm), lower oocytes (22.4) and
oocytes/ovarioles more developed (3.86) with 1.0% neem oil. Adult males of S.
cincticeps, from second instar of nymphs of treated topically with 0.5 and 1.0 % had
area of the testicles, similar (0.67 and 0.69 mm) respectively but smaller than in the
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control (0.75 mm?). Changes in in the digestive tract were not observed in S.
cincticeps exposed to neem solutions. The adult of S.cincticeps cellular immune
system was activated after four hours of the ingestion of the oil of neem seed. Three
haemocytes types, plasmatocytes, prohemocytes and granulocytes were observed,
but just, the plasmatocytes had the cellular dynamics affected after four hours of the
ingestion of neen solution. The oil of neem seeds alter the morphometry of the
reproductive system and it doesn't cause alterations in the digestive system of the

stinkbug S. cincticeps.



1. INTRODUCAO GERAL

Agentes de controle biolégico como parasitdides, predadores e
entomopatogenos apresentam potencial para o controle de insetos-praga. Essas
pragas podem ser controladas por diferentes métodos como o biologico, inoculativo,
inoculativo sazonal e inundativo (Bianchi et al. 2006, Tscharntke et al. 2007). Esses
métodos sdo enfatizados no manejo de insetos-praga para reduzir os efeitos adversos
do uso indevido de inseticidas organosintéticos (Sosa-Gomez et al. 2009). No
entanto, esses inseticidas apresentam vantagens como rapidez de acéo, facilidade de
uso, economia e eficiéncia. Entretanto, suas desvantagens incluem largo espectro de
acdo, atingindo espécies ndo alvos, como inimigos naturais e contaminagdo
ambiental (Aydin & Gurkan 2006, Ostman et al. 2003, Smagghe et al. 2003).

Inseticidas organosintéticos representam a tatica mais utilizada para o
controle de insetos-praga, mas podem causar efeitos deletérios a inimigos naturais,
como percevejos predadores e organismos nao alvos (Kumar et al. 2005, Toews &
Subramanyam 2003).

Percevejos predadores sdo pouco utilizados, mas espécies desse grupo podem
ser importantes para programas de Manejo Integrado de Pragas como, Podisus
maculiventris (Say) e Perillus bioculatus (F.) na América do Norte e Europa e
Podisus nigrispinus (Dallas), Brontocoris tabidus (Signoret) e Supputius cincticeps

(Stal) (Heteroptera: Pentatomidae) na América do Sul (Coudron et al. 2002, De



Clercg 2000, Legaspi 2004, Lemos et al. 2003, 2005a,b, Westich & Houghgoldstein
2001,Wittmeyer et al. 2001, Zanuncio et al. 2003, 2000).

Percevejos Pentatomidae sdo inimigos naturais de pragas agricolas e
florestais por serem generalistas, agressivos e com alta capacidade reprodutiva
predando, principalmente, larvas de Lepidoptera e Coleoptera, além de outras ordens
de insetos (De Clerq et al. 2002, Medeiros et al. 2000, Tipping et al. 1999, Yocum &
Lemos et al. 2003, Zanuncio et al. 2000, 2002). Espécies dos géneros Brontocoris,
Podisus e Supputius sdo produzidas e liberadas em programas de controle bioldgico
(Lemos et al. 2003, 2010, Zanuncio et al., 2003).

Supputius cincticeps (Stal, 1860) (Heteroptera: Pentatomidae) preda lagartas
desfolhadoras de eucalipto como Sabulodes caberata caberata Guenée, 1857
(Lepidoptera: Geometridae) e Alabama argillacea Hubner, 1818 (Lepidoptera:
Noctuidae). Este predador pode ser encontrado em muitos agroecossistemas, onde o
uso de inseticidas pode limitar seu impacto nos programas de controle bioldgico
(Pereira et al. 2005, Tipping et al. 1999, Zanuncio et al. 1998, 2003).

Inseticidas botanicos sdo outra alternativa para o controle de insetos pragas
por serem biodegradaveis e causarem menores problemas que os inseticidas
organosintéticos (Prabakar & Jebanesan 2004, Rahuman & Venktesan 2008). Isto
tem aumentado a busca por inseticidas alternativos, com destaque para inseticitas
derivados da Azadirachta indica A. Juss (El Shafie & Basedow 2003).

Azadirachta indica (neem), nativa do Sul da Asia, foi distribuida ao longo
dos tropicos sendo seu uso mais antigo como planta medicinal com propriedades
terapéuticas de suas frutas, sementes, 6leo, folhas e raizes (Koul et al. 1990). Além
disso, essa planta apresenta um dos principais inseticidas botanicos estudados, a

azadiractina (Isman 2006).



Extratos de 6leos das sementes e de folhas de A. indica sdo inibidores do
crescimento de insetos (Akhtar 2000, Amadioha 2000, Boeke et al. 2004, Garcia &
Azambuja 2004, Wennergren & Stark 2000) com atividade biolégica contra 400
espécies de insetos e mais de 300 componentes que interferem na fisiologia e no
comportamento de insetos, acaros e nematoides (Al-Rajhy et al. 2003, Kumar et al.
2005, Liang et al. 2003, Mitcheli et al. 2004, Silva et al. 2007).

A acdo do extrato de sementes de neem pode ser atribuida ao alto teor de
azadiractina, que é o mais potente dos limondides ou tetranortriterpendides com
atividade toxica a artropodes, esta presente nas sementes das arvores de neem (Koul
et al. 1990, Schmutterer 1990). Outros limondides, incluindo a salanina, 14
epoxiazadiradiona, melantriol, nimbidina, nimbina, melianona, gedunina, nimbolina,
ninbinem, deacetilsalanina, azadiractol, azadirona, vilosinina e meliacarpina foram
isolados do neem (Silva et al. 2007).

A azadiractina, uma combinac&o de tetranortriterpenoides da arvore de neem,
A. indica (Naumann & Isman 1995, Garcia et al. 2006) interfe na quimiorecepcéo e
danifica tecidos do corpo gorduroso e intestino de insetos fitofagos (Capinera &
Froeba 2007). Esse composto é responsavel pelo efeito anti-alimentar, inibicdo da
ecdise, anormalidades morfologicas, mortalidade, repeléncia, reducdo do
crescimento, reproducdo, oviposicédo, viabilidade de ovos em insetos. No entanto,
sua acdo depende da espécie de inseto e da concentracdo aplicada (Bruce et al. 2004,
Kumar et al. 2005, Medina et al. 2004, Schmutterer 1990, Su & Mulla 1998, Tedeshi
et al. 2001).

O uso das concentragdes recomendadas para o controle de pragas possibilita
a avaliagdo do impacto de produtos quimicos no momento de sua aplicagéo.
Subconcentragdes, por exemplo 50% da recomendada, permitem estudar o impacto

dos inseticidas quando decompostos a metade de suas concentragfes originais



(Zanuncio et al., 1998, Guedes et al., 2009, 2010). Essa informacdo permite
determinar o tempo necessario, apos a aplicacédo de inseticidas, para as liberaces do
inimigo natural no campo ou conhecer 0 impacto de residuos desses compostos
sobre o sistema reprodutivo, digestivo e imune celular das populac6es imigrantes do
inimigo natural.

A area reprodutiva masculina dos Heteropteras consiste de um par de
testiculos e outro de vasos deferentes que termina em um ducto ejaculatorio (Happ
1992, Nijhout 1994, Chapman 1998). Alguns insetos possuem, também, glandulas
acessorias que se abrem nos vasos deferentes ou tubos ejaculatorios (Happ, 1992,
Chapman 1998a). O aparelho reprodutor feminino é composto por um par de ovarios
acima ou nas laterais do abdémem, formados por unidades funcionais denominadas
ovariolos, ligados pelo pedicelo aos ovidutos laterais e a estes ao oviduto comum
que se abre em uma camara genital (Nijhout 1994, Chapman 1998).

O trato digestivo de insetos € dividido em trés regides principais: intestino
anterior (estomodeu), intestino posterior (proctodeu), ambos de origem ectodérmica
e intestino médio (ventriculo) originado a partir do endoderma. Esse trato digestivo,
na maioria dos insetos é um tubo continuo da boca ao anus, mas alguns insetos que
se alimentam de fluidos apresentam uma oclusdo entre o intestino médio e o
posterior, como em alguns Heteroptera sugadores de planta, nos quais a ocluséo
ocorre entre diferentes partes do intestino médio (Chapman, 1998).

A cuticula e 0 meséntero de insetos sdo a primeira linha de defesa contra
microrganismos patogénicos e substancias estranhas (Levy et al. 2009) e a quebra
dessa barreira provoca uma série de reacdes imunoldgicas divididas em respostas de
defesa humoral e celular (Lavine & Strand 2002). O segundo meio de defesa
representa reacdes mediadas pelos hemacitos, conhecida como reacgéo celular (Silva

et al. 2002). Essa reagdo é ativada ap0s o reconhecimento dos patogenos pelo
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estimulo por um sistema complexo de resposta baseado em proteinas especializadas
dos hemacitos que se ligam a polissacarideos de bactérias ou fungos (Gillespie et al.
1997).

O inseticida Bioneen (6leo de neem) é recomendado para o controle de
pragas pela eficiéncia de seu principio ativo, azadiractina. Entretanto, este composto
pode afetar a atucdo do predador Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae)

no controle bioldgico natural.



2. OBJETIVO

Estudar os efeitos de diferentes concentracdes do 6leo de semente de neem
na sobrevivéncia de ninfas e nos sistemas reprodutivo, digestivo e imunoldgico do
predador Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae) contribuindo para a
compreensdo do efeito deste inseticida botanico em organismos nao alvo no manejo

integrado de pragas.
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DESENVOLVIMENTO DO PREDADOR Supputius
(HETEROPTERA: PENTATOMIDAE)

indica NO
cincticeps
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Efeito do 0Oleo de semente de Azadirachta indica no desenvolvimento do
predador Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae)

RESUMO - O predador Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae)
encontrado em sistemas agroflorestais, € um agente importante de controle biologico
de insetos herbivoros. Extratos naturais, conhecidos, como inseticidas botéanicos, séo
outra alternativa para o controle de insetos herbivoros, destacando-se 0 neem
(Azadirachta indica). Percevejos predadores e inseticidas botanicos podem ser
utilizados em consércio em programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP), mas o
impacto dessas substancias sobre predadores é pouco conhecida. Por isto, a
avaliacdo de aspectos morfométricos e a sobrevivéncia de adultos de ninfas que
tiveram contato com 0Oleo de neem, sdo importantes para se entender e aplicar essa
espécie em programas de protecdo agro-florestal. Esse predador apresentou maior
periodo ninfal com dleo de neem. Trinta porcento das ninfas de S.cincticeps,
submetidas ao tratamento com a solucdo de neem a 1,0%, tiveram dificuldade na
ecdise do terceiro para o quarto estadio. Do total de adultos sobreviventes, 10%
apresentaram deformidades no pronoto e asas. O 6leo de semente de neem reduziu a
sobrevivéncia em todos os estadios de S. cincticeps, sendo pouco seletivo e afeta

este percevejo predador.

Palavras-chave: Percevejo predador, Pentatomidae, neem
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INTRODUCAO

Inseticidas organosintéticos sdo os mais utilizados para o controle de pragas,
(Kumar et al. 2005, Toews & Subramanyam 2003) por apresentarem rapidez de
acao, facilidade de uso, economia e eficiéncia, mas seu largo espectro de acédo atinge
espécies ndo-alvos como inimigos naturais além de causar contaminacdo ambiental.
Esses produtos sdo uma das principais causas da ressurgéncia de pragas e reducgéo de
espécies benéficas como percevejos predadores (Casida & Quistad 1998, Matos
Neto et al. 2002, Ostman et al. 2003).

Desvantagens dos inseticidas organosintéticos aumentaram o interesse pelo
controle bioldgico, visando a diminui¢cdo do controle quimico e o restabelecimento
do equilibrio ambiental, devido a importancia dos inimigos naturais no manejo
integrado de pragas (Guedes et al. 2009). A subfamilia Asopinae (Heteroptera:
Pentatomidae) apresenta predadores de pragas, com destaque para Podisus
nigrispinus (Dallas, 1851), Podisus rostralis (Stal, 1860), Podisus maculiventris
(Say, 1832) Supputius cincticeps (Stal, 1860) e Brontocoris tabidus (Signoret, 1863)
(Tipping et al. 1999, Vivan et al. 2003). Supputius cincticeps preda lagartas
desfolhadoras de eucalipto e, por isto, tem sido utilizado no controle bioldgico
desses herbivoros (Zanuncio et al. 1998, 2003).

Inseticidas botanicos sdo outra alternativa para o controle de pragas por
serem biodegradaveis e causarem menores problemas que o0s inseticidas
organosintéticos (Prabakar & Jebanesan 2004, Rahuman & Venktesan 2008). Isto
tem aumentado a busca por inseticidas alternativos, com destaque para os extratos e
6leo da Azadirachta indica (neem) A. Juss (El Shafie & Basedow 2003).

A azadiractina ¢ um dos compostos mais importantes do 6leo de semente de
neem, é uma combinacdo de tetranortriterpenoides com atividade inseticida

(Naumann & Isman 1995, Garcia et al. 2006) interferindo na quimiorecep¢éo e
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danificando os tecidos do corpo gorduroso e intestino de insetos fitéfagos (Capinera
& Froeba 2007). Esse composto é responsavel pelo efeito anti-alimentar, inibi¢do da
ecdise, anormalidades morfoldgicas, mortalidade, repeléncia e reducdo do
crescimento, reproducéo, oviposi¢do e viabilidade de ovos de insetos (Bruce et al.
2004, Kumar et al. 2005, Medina et al. 2004, Su & Mulla 1998, Tedeshi et al. 2001).
Possui, também, efeito regulador de crescimento, associado a interferéncia no
sistema neuroenddcrino dos insetos, afetando algumas funcdes fisiologicas, como a
muda, sintese de proteinas, reproducdo, diapausa e comportamento em insetos, mas
sua acdo depende da espécie de inseto e da concentracdo aplicada (Schmutterer
1990).

O Bioneen é um inseticida obtido das sementes do neem que é recomendado
para o controle de pragas e, por isto, foi avaliado os efeitos de diferentes
concentragfes do Oleo de semente de neem na sobrevivéncia de ninfas e

morfometria de adultos do predador S. cincticeps.

MATERIAL E METODOS

Criacéo e Manutencao dos Percevejos Predadores

Os insetos utilizados foram provenientes do Laboratério de Controle
Biologico de Insetos da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Adultos de
Supputius cincticeps (Stal, 1860) (Heteroptera: Pentatomidae) foram criados em
gaiolas teladas de 60 x 40 x 40cm, com pupas da presa alternativa Tenebrio molitor
(Linnaeus, 1785) (Coleoptera: Tenebrionidae). A agua foi disponibilizada,
diariamente, em tubos cilindricos de 5 mL tampados com algoddo umedecido. As
posturas foram coletadas nas gaiolas diariamente e transferidas para placas de Petri
(9,0 x 1,5 cm) com algod@o umedecido. Apoés a eclosdo, as ninfas do predador foram

mantidas nas placas até a fase adulta. Como alimento foi oferecido pupa de T.
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molitor até a fase adulta a cada dois dias. A criagdo foi mantida em sala climatizada
com temperatura de 25 = 3°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 14 horas
(Genta et al. 2009, Lemos et al. 2009).

A criagdo de Tenebrio molitor foi mantida em bandejas plésticas (40 x 20 x
10cm, comprimento, largura e altura respectivamente), com farelo de trigo e pedagos
de chuchu como fonte suplementar de alimento e agua. A criagdo € mantida em sala
climatizada 24°C + 3°C e 70 + 10% umidade relativa e fotofase de 14 horas (Genta
et al. 2009).

Acéo do 6leo de neem no desenvolvimento de Supputius cincticeps

Trezentas ninfas de S. cincticeps no primeiro dia do segundo estadio foram
submetidas a trés tratamentos, duas diluicdes de Bioneem, 1,0% (1mL de inseticida
para 1L de agua) (T1) e 0,50% (0,5mL de inseticida para 1L de agua) (T2) foram
preparadas e o controle teve, apenas, agua destilada (T3) (Islam et al. 2010, Singha
et al 2007). O produto foi dissolvido em agua e aplicado 1L da solucéo no dorso de
cada ninfa com uma micro seringa (Riba et al. 2003, Guedes et al 2009, 2010).

Cada tratamento teve 10 repeticOes, tendo cada uma 10 ninfas do predador
em placas de petri, totalizando 100 ninfas por tratamento. Os insetos foram mantidos
em laboratorio, a temperatura de 24 + 3 °C e 70 + 5% de umidade relativa. Os
parametros avaliados foram: (a) duracdo de cada estadio em dias; (b) porcentagem
de sobrevivéncia; (c) peso de machos e fémeas adultos; (d) largura; () comprimento
de machos e fémeas adultos.

A sobrevivéncia de ninfas de S. cincticeps foi avaliada a cada 24 horas e 0s
individuos mortos contados e registrados por tratamento durante 48 horas, pois
poderiam estar vivos em processo de desintoxicagdo (Zanuncio et al. 2001). As
ninfas sobreviventes, do mesmo tratamento, foram reunidas, identificadas pelo

codigo do respectivo tratamento e data do experimento e mantidas até a fase adulta.
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Os dados de S. cincticeps foram submetidos a analise de variancia e as

médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

RESULTADOS

Ninfas de S. cincticeps tratadas topicamente com 1,0% com a solucdo do
inseticida botanico (Bioneem) apresentaram maior periodo ninfal e menor
sobrevivéncia no terceiro, quarto e quinto estadios (Tab. 1). Ninfas desse predador
apresentaram menor porcentagem de individuos sobreviventes no terceiro e quinto
estadios no tratamento com 0,5% do dleo (Tab. 1).

O oleo de neem afetou o desenvolvimento de S. cincticeps a partir do terceiro
estadio, quando 30% das ninfas tratadas com o0leo a 1,0%, ndo sobreviveram e
apresentaram dificuldades na ecdise (Fig 2) e cerca de 10% dos adultos de ninfas
tratadas com essa concentragdo apresentaram deformidades no escutelo e asas (Fig.
3).

A largura (F= 31,88, p<0,01) e o comprimento (F= 20,29, p<0,01) de
machos, a largura (F= 14,15, p<0,01) e o comprimento (F= 7,86, p<0,01) de fémeas
de S. cincticeps foram maiores no controle (Fig. 1). O dleo de semente de neem,
aplicado na fase imatura de S. cincticeps, originou machos e fémeas menores.

O peso de adultos de S. cincticeps provenientes de ninfas com a solucdo do
inseticida a 1,0%, foi menor para machos (F = 8,70, p<0,01) e fémeas (F = 5,67,
p<0,01) (Fig. 1). O peso de machos e fémeas adultas com 0,5% de neem foi

semelhante aqueles do controle (Fig. 1).

DISCUSSAO
A aplicacéo do 6leo de sementes de neem, em ninfas de segundo estadio do

S. cincticeps, mostra efeito da azadiractina ao longo do desenvolvomento do inseto,
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uma combinacdo de tetranortriterpenoides, que pode interferir na ecdise, causar
deformidades em insetos sobreviventes e morte (Mordue & Blackwell 1993).

A reducéo da sobrevivéncia de S. cincticeps com 0 aumento da concentragdo
do inseticida neem é semelhante aos resultados para Nezara viridula (L.)
(Hemipetera: Pentatomidae), sendo a mortalidade causada pela toxicidade de
componentes ativos, principalmente a azadirachtina (Abudulai et al. 2003, Riba et al.
2003).

Ninfas de segundo estadio de S. cincticeps apresentaram dificuldade na
ecdise, demonstrando o efeito regulador de crescimento da azadirachtina no sistema
neuroendocrino e afetando fungdes fisioldgicas controladas por acgdes
neurohormonais, como a muda dos insetos (Mordue & Blackwell 1993, Schmutterer
1990). No entanto nenhuma deformidade foi observada no aparelho bucal de adultos
de S. cincticeps de ninfas expostas ao neem, mas no escutelo e asa foram obervadas
deformagdes semelhantes ao observado em individuos adultos de Nezara viridula
tratados topicamente com 6leo de semente de neem (Singha et al. 2007).

O aumento na duracdo da fase ninfal de S. cincticeps, com 1,0 e 0,5% do
extrato de neem, pode afetar o desempenho reprodutivo desse predador, pois fémeas
do S. cincticeps com fase ninfal mais curta pode depositar maior nimero de ovos
como relatado para P. nigrispinus (Medeiros et al. 2003). Além disso, deformidades
com 1,0% de 6leo de neem podem, tambeém, prejudicar a reproducéo, pois a corte é
importante para o reconhecimento e aquisicdo de informacGes importantes do co-
especifico, como por exemplo a historia de vida do parceiro sexual. Nessa etapa,
insetos podem selecionar parceiros por preferéncias fenotipicas, como aspectos
visuais como tamanho ou coloragdo (Arnqvist et al. 1997, Dukas et al. 2005, 2006).

Deformidade no escutelo e asas em predadores tratados com o inseticida a

1,0% pode ser atribuida a maior concentracdo dos componentes ativos (Isman et al.
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1990) ou relacionada ao solvente utilizado, pois a azadirachtina é altamente soltvel
em solventes polares (Jarvis et al. 1999).

Menores peso, largura e comprimento de machos e fémeas de S. cincticeps
mostram inpacto negativo da aplicacdo topica do extrato de neem no segundo
estadio desse predador e sugere ndo haver recuperacdo dos individuos sobreviventes.
Alteracdes de parametros morfométricos € importante, pois 0 peso de fémeas de
Asopinae apresentou relacdo positiva com sua taxa reprodutiva (Oliveira et al.
2005).

O dleo de semente de neem possui efeito anti-alimentar, o que pode reduzir a
fecundidade em adultos de ninfas do predador S. cincticeps, tratadas topicamente,
pela baixa quantidade do alimento consumido durante a fase ninfal e/ou adulta
desses inimigos naturais (Kumar et al. 2005, Lemos 2001, Medina et al. 2004,
Molina-Rugama et al., 1997, 1998, Mordue & Blackwell 1993, Tedeshi et al. 2001,
Wittmeyer et al. 2001).

Inseticidas seletivos representam uma estratégia efetiva para conservacao do
controle bioldgico. O 6leo de neem ndo foi compativel com o predador S. cincticeps,
por ter interferido na mudanca de estadio, reduzido a sobrevivéncia e interferido em
aspectos morfométricos desse predador. O 6leo de neem por contato topico atuou
nos aspectos avaliados para S. cincticeps. O 6leo de neem utilizado em controle de

pragas é pouco seletivo ao percevejo S. cincticeps.
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Tabela 1. Duracédo e sobrevivéncia (dias) (média + EP) por estadio do predador de
Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae) submetidos ao 6leo de sementes
de Azadirachta indica nas concentracbes de 0,5% (T1), 1,0% (T2) ou agua
(controle) (T3) sob 24 £ 3°C e 70 + 5% de UR e fotoperiodo de 14hs.

Duracdo (dias)/ Estadio

segundo terceiro quarto quinto Periodo ninfal
T1 2,33+0,17b 4,16 £ 0,32a 3,57+ 0,22b 4,44 +0,24b 14,47 +0,95b
T2 4,17 +0,23a 4,58 +0,21a 6,51+ 0,38a 6,12+0,33a 21,38+0,14a
T3 2,12 +0,16b 3,37+0,11b 3,53+0,23b 4,75+0,18b 13,75+ 0,04b
F= 5,22 (P> 0,05) 4,16 (P> 0,05) 3,36 (P>0,05) 6,36 (P>0,05) 7,29 (P>0,05)

Sobrevivéncia (%)/ Estadio

segundo terceiro quarto quinto adulto
T1 94,00 £ 0,16a 78,20 £ 0,11b 79,06 +0,23ab  87,55+0,18b 92,30 + 0,04a
T2 92,00 £ 0,23a 72,34 £ 0,21b 64,86 + 0,38b 72,72+0,33c 93,50 + 0,14a
T3 94,00+ 0,17a 95,55+ 0,32a 87,87 £ 0,22a 97,05 +0,24a 95,00 + 0,95a
F= 0,649 (P<0,05) 3,42 (P<0,05) 8,24(P<0,05) 4,80 (P>0,05) 2,49 (P>0,05)

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si (P< 0,05) (Teste Tukey).
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Figura 1: Peso (mg), largura (mm) e comprimento (mm) de machos e fémeas
adultos (média + EP) de Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae)
emergidos apo6s submetidos as concetracbes de 1,0% e 0,5% do 6leo de semente de
Azadirachta indica e com agua sob 24 + 3 °C e 70 £ 5% de UR e fotoperiodo de
14hs. Médias seguidas de mesma letra, entre tratamentos, ndo diferem entre si (P<
0,05) (Teste Tukey).
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Figura 2: Ninfa de Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae) com
dificuldade na troca de estadio ap6s submetidas a concentracdo de 1,0% do 6leo de
sementes da Azadirachta indica sob 24 + 3 °C e 70 + 5% de UR e fotoperiodo de

12hs.

Figura 3: Adulto de Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae) com
deformac6es obtidas, de ninfa do segundo estadio submetida a concetracéo de 1,0%
do oleo de sementes de Azadirachta indica sob 24 + 3 °C e 70 £ 5% de UR e

fotoperiodo de 12hs.
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2° Artigo
EFEITO DO OLEO DE SEMENTE DE Azadirachta indica NO APARELHO

REPRODUTOR DO PREDADOR Supputius cincticeps (HETEROPTERA:
PENTATOMIDAE)
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Efeito do 6leo de semente de Azadirachta indica no aparelho reprodutor do

predador Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae)

RESUMO - O predador Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae)
apresenta potencial para o controle biologico de insetos herbivoros. Inseticidas
botanicos sdo uma alternativa no controle de insetos herbivoros com destaque para
produtos do neem (Azadirachta indica). Percevejos predadores e inseticidas
boténicos podem ser utilizados em consorcio no Manejo Integrado de Pragas (MIP),
mas o impacto dessas substancias sobre predadores € pouco conhecida. O impacto
do oOleo de semente de neem no aparelho reprodutor de adultos de S. cincticeps é
importante para o entendimento e aplicabilidade desse predador em programas de
protecdo agro-florestal. Fémeas de S. cincticeps tratadas topicamente com Gleo de
neem a 1,0% apresentaram menor comprimento do ovariolo (6,4 mm), menor
numero total de ovdcitos (22,4) e de ovocitos por ovariolo mais desenvolvido (3,86)
com Oleo de neem a 1,0%. Machos adultos de S. cincticeps de ninfas de segundo
estadio tratadas topicamente com as solucdes a 1,0 e 0,5%, tiveram areas
semelhantes de testiculos, 0,67 e 0,69 mm respectivamente, e menor que o controle
(0,75 mm?). O 6leo de neem afetou morfometricamente o aparelho reprodutor de S.

cincticeps, o que pode interferir no sucesso reprodutivo desse percevejo predador.

Palavras-chave: Percevejo predador, Pentatomidae, neem, aparelho
reprodutor
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INTRODUCAO

Supputius cincticeps (Stal, 1860) (Heteroptera: Pentatomidae) uma das
espécies de Asopinae mais comuns na regido Neotropical (Zanuncio et al. 1998,
2003) é importante para o controle bioldgico em sistemas agroflorestais. Apesar
disto, a morfologia interna da area reprodutiva desse predador &, ainda, pouco
estudada (Lemos et al. 2003).

A area reprodutiva masculina dos Heteropteras consiste de um par de
testiculos e outro de vasos deferentes que termina em um ducto ejaculatorio (Happ
1992, Nijhout 1994, Chapman 1998a). Alguns insetos possuem, também, glandulas
acessorias que se abrem nos vasos deferentes ou tubos ejaculatorios (Happ, 1992,
Chapman 1998a).

O aparelho reprodutor feminino é composto por um par de ovarios acima ou
nas laterais do abdémem, formados por unidades funcionais denominadas ovariolos,
ligados pelo pedicelo aos ovidutos laterais e a estes ao oviduto comum que se abre
em uma camara genital (Nijhout 1994, Chapman 1998b).

A pressdo da sociedade e pesquisadores por uma agricultura
economicamente viavel e ecologicamente correta aumenta a importancia de inimigos
naturais no controle de insetos pragas, especialmente por problemas ambientais e
impactos ecoldgicos dos produtos quimicos (Casida & Quistad 1998, Ostman et al.
2003).

Inseticidas botanicos sdo outra alternativa para o controle de insetos pragas
por serem biodegradaveis e causarem menores problemas que inseticidas
organosintéticos (Prabakar & Jebanesan 2004, Rahuman & Venktesan 2008). Isto
aumenta a busca por inseticidas alternativos, com destaque para aqueles derivados

da Azadirachta indica A. Juss (El Shafie & Basedow 2003).
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A azadiractina é o composto responsavel pelo efeito anti-alimentar, inibicao
da ecdise, anormalidades morfoldgicas, mortalidade, repeléncia, reducdo do
crescimento, reproducéo e viabilidade de ovos de insetos (Bruce et al. 2004, Kumar
et al. 2005, Medina et al. 2004, Su & Mulla 1998, Tedeschi et al. 2001). Esse
produto apresenta efeito regulador de crescimento associado a interferéncia no
sistema neuroendocrino dos insetos e afetando fungdes fisiologicas controladas por
acOes neurohormonais, como a muda, sintese de proteinas, reproducéo, diapausa e
comportamento (Schmutterer 1990).

O inseticida Bioneen é recomendado para o controle de pragas, mas pode
afetar o predador Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae). O objetivo da
presente pesquisa foi estudar os efeitos de diferentes concentragdes do Oleo de
semente de neem no sistema reprodutivo do predador Supputius cincticeps

(Heteroptera: Pentatomidae).

MATERIAL E METODOS

Criacéo e Manutencao dos Percevejos Predadores

Adultos de Supputius cincticeps (Stal, 1860) (Heteroptera: Pentatomidae)
foram obtidos de criacdo em gaiolas teladas de 60 x 40 x 40cm, com pupas da presa
alternativa Tenebrio molitor (Linnaeus, 1785) (Coleoptera: Tenebrionidae) do
Laboratorio de Controle Bioldgico de Insetos. A agua foi disponibilizada,
diarimente, em tubos cilindricos de 5 mL tampados com algoddo umedecido. As
posturas de S. cincticeps depositadas nas gaiolas foram, coletadas, diariamente, e
transferidas para placas de Petri (9,0 x 1,5 cm) com algoddo umedecido. Apds a
eclosédo, as ninfas desse predador foram mantidas nessas placas até a fase adulta.
Pupas de T. molitor foram oferecidas a cada dois dias até a fase adulta de S.

cincticeps (Genta et al. 2009). A criacdo foi mantida em sala climatizada com
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temperatura de 25 + 3°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 14 horas
(Lemos et al. 2009).
Aplicacao do oleo de Azadirachta indica em Supputius cincticeps

Ninfas de S. cincticeps, no primeiro dia do segundo estadio, foram
submetidos aos tratamentos: 1,0% (1mL de inseticida para 1L de agua) (T1) e 0,50%
(0,5mL de inseticida para 1L de agua) (T2) foram preparadas e o controle teve,
apenas, agua destilada (T3) (Islam et al. 2010, Singha et al. 2007). O produto foi
dissolvido em agua e aplicado 1uL da solugdo no dorso de cada inseto com uma
microseringa (Riba et al. 2003, Guedes et al 2009).

Trezentas ninfas de S. cincticeps foram individualizadas em placas de Petri
(9.0 x 1.2 cm), com um chumaco de algodao embebido em agua destilada.

Cada tratamento teve 10 repeti¢cbes, tendo cada uma 10 ninfas desse
predador, totalizando 100 ninfas por tratamento em delineamento, inteiramente,
casualizado.

Morfometria do ovario

Quinze fémeas adultas de S. cincticeps com 15 dias de idade, obtidas de
ninfas expostas a solucdo de neem, foram utilizadas, pois o pico reprodutivo desse
predador ocorre por volta da terceira semana apds a emergéncia (Zanuncio et al.,
2005). Estas fémeas foram mortas com acetato de etila e depositadas em tubos de
vidro com fixador Zamboni (Stefanini et al. 1967). Os ovarios (esquerdo e direito)
foram mantidos nesse fixador e armazenados em tubos tipo Eppendorf de 1,5 mL a
temperatura ambiente.

O comprimento do ovariolo mais desenvolvido de cada ovario e 0s nimeros
de ovocitos por ovariolo mais desenvolvidos e de ovocitos por ovario de S.
cincticeps foram quantificados com auxilio do programa Image Pro-Plus, versao

4.5.1.29 (MediaCybernetics) (Lemos et al. 2005a).
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Os dados de morfometria foram analisados por variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (P=0,05).
Morfometria do testiculo

Quinze machos por tratamento de S. cincticeps com 15 dias de idade foram
utilizados, pois o pico reprodutivo desse predador ocorre por volta da terceira
semana apos a emergéncia dos mesmos (Zanuncio et al. 2005). Esses insetos foram
mortos com acetato de etila e depositados em tubos de vidro com fixador Zamboni
(Stefanini et al., 1967). Os testiculos de S. cincticeps foram mantidos nesse fixador
em tubos tipo Eppendorf de 1,5 mL a temperatura ambiente. Descri¢cdes anatdmicas
e as caracteristicas morfoldgicas dos testiculos de 10 individuos de S. cincticeps
foram realizadas por tratamento. A area total do testiculo de S. cincticeps foi
quantificada com o programa Image Pro-Plus.

Os dados da area dos testiculos foram analisados por variancia e as médias

comparadas pelo teste de Tukey (P=0,05).

RESULTADOS

A genitalia interna de fémeas de S. cincticeps apresentou coloragdo branca,
com um par de ovarios formado por um conjunto de ovariolos, dois ovidutos
laterais, um oviduto comum, glandulas acessorias e vagina (Fig. 1). Essas estruturas
localizam-se, ventralmente, na cavidade abdominal desse inseto, imediatamente,
abaixo do tubo digestivo e estendendo-se da capsula genital até o inicio do torax.

A aplicagéo do 6leo de neem, a 1,0%, em ninfas de segundo estadio reduziu
0 comprimento do ovariolo mais desenvolvido nos ovarios de fémeas de S.

cincticeps comparada ao controle e com 6leo a 0,5% (F=9,50; P< 0,05) (Fig. 2).
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O numero de ovdcitos por ovario (F= 11,30; P< 0,05) e por ovariolo mais
desenvolvido (F= 26,14; P< 0,05) de S. cincticeps em fémeas do tratamento com
1,0% da solucdo foram menores que o controle (Fig. 3).

A genitélia interna de machos de S. cincticeps localiza-se, ventralmente, na
cavidade abdominal do corpo, imediatamente, abaixo do tubo digestivo e
estendendo-se da capsula genital até o inicio do torax e envolvida pelo corpo
gorduroso. Machos desse predador apresentaram um par de testiculos, dois canais
deferentes, um duto ejaculatorio e o orgdo copulador (aedeagus) (Fig. 4A). Os
testiculos de S. cincticeps locaslizam-se na regido distal do abddmen, exibiram
coloragdo vermelho intenso e estrutura compacta com forma arredondada ou
ligeiramente alongada (Fig. 4B).

Os canais deferentes apresentaram coloracdo vermelho e aspecto de
filamentos longos unidos ao duto ejaculatorio e o 6rgdo copulador de machos de S.
cincticeps tem aspecto esclerotizado (Fig. 4B).

Machos de S. cincticeps tratados com oOleo de neem a 1,0 e 0,5%
apresentaram testiculos (F= 11,73; P< 0,05) menores em area que os do controle,

porém sem efeito do tratamento (Fig. 5).

DISCUSSAO
A caracterizacdo e localizacdo da genitalia interna de fémeas de S. cincticeps
foram semelhantes as de outras espécies de Heteroptera predadores, exceto pela
coloracdo branca da genitalia em S. cincticeps (Adams 2001, Lemos et al. 2005a,
Wittmeyer et al. 2001).
A reducdo do comprimento do ovario de S. cincticeps, exposto ao 6leo de
neem, foi semelhante ao de Podisus nigrispinus (Dallas) (Heteroptera:

Pentatomidae) ap0s exposicdo a diferentes concentracdes de permetrina (Batalha et
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al. 1997). Isso demonstra que o efeito desse composto sobre S. cincticeps pode ser
semelhante ao de inseticidas organo sintéticos.

Componentes do 6leo de semente de A. indica sdo responsaveis pelo efeito
anti-alimentar, inibicdo da ecdise, anormalidades morfoldgicas, mortalidade,
repeléncia, reducdo do crescimento, reproducéo e oviposicdo (Kumar et al. 2005,
Medina et al. 2004, Mordue & Blackwell 1993, Schmutterer 1990, Tedeshi et al.
2001). A dieta pode afetar o peso de S. cincticeps e a atividade anti-alimentar
causada pelo neem pode alterar morfométricamente o aparelho reprodutor de adultos
desse predador. Insetos exibem “trade-offs” entre sobrevivéncia e reproducdo em
condicdes de escassez, isso pode ter ocorrido para S. cincticeps expostos a solucao
do inseticida botanico, sendo esse comportamento critico para estabilizacdo de
populacdes de predadores, particularmente Pentatomidae (De Clercq et al. 2000,
Pereira et al. 2008).

O menor numero de ovocitos pode ser explicado pelo efeito anti-alimentar
deste composto e sua influéncia no processo de vitelogénese (Mordue & Blackwell
1993, Wittmeyer et al. 2001).

A caracterizacdo e localizacdo da genitalia interna de machos de S. cincticeps
foram semelhantes aos de outros Heteroptera predadores (Adams 2001, Lemos et al.
2005b) com testiculos avermelhados, dorsalmente ao intestino. Essa coloragdo
avermelhada intensa parece ser uma caracteristica morfolégica comum entre
espécies desse grupo de percevejos predadores (Lemos et al. 2005b).

O menor tamanho do testiculo de S. cincticeps, apos aplicacdo tdpica do 6leo
de semente de neem pode, também, estar relacionado ao efeito anti-alimentar dessa
substancia, o que afeta a morfometria dos testiculos de adultos desse percevejo

predador. Isso foi observado em testiculos de P. nigrispinus, com acentuado grau de
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morte celular de acordo com o alimento oferecido e demonstrando efeito negativo na
genitalia interna desse predador (Kumar et al. 2005, Lemos et al. 2005b).

Caracteristicas da genitalia de machos podem, também, influenciar o sucesso
da fertilizacdo de fémeas, o que reforca a hipotese de que a selecdo sexual seja
responsavel por uma evolucao rapida e divergente das estruturas genitais de animais
com fertilizacdo interna (Danielsson & Askenmo, 1999). Machos de S. cincticeps
tratados com 6leo de neem podem ter menor sucesso reprodutivo, no entanto esses
mecanismos sdo pouco conhecidos e demonstra a necessidade de se estudar a
variacdo intraespecifica na transferéncia de esperma nos insetos (Danielsson &
Askenmo, 1999).

Os limites de mortalidade e os efeitos daninhos em percevejos predadores
por inseticidas sdo importantes, pois esses podem, também, afetar a reproducéo e
comportamento de espécies ndo alvo, podendo causar a supressdo do S. cincticeps
(Zanuncio et al. 2003). O dleo de semente de neem, apesar de ser relatado como
seletivo, afetou a morfometria do aparelho reprodutor de S. cincticeps, 0 que pode

ocasionar problemas na reproducéo desse predador.
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Fig. 1. Genitdlia interna de fémeas de Supputius cincticeps (Heteroptera:
Pentatomidae). OC, oviduto comum; OL, oviduto lateral; Ovc, ovdcito; OvD, ovario
direito; OVE, ovério esquerdo.
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Fig. 2. Comprimento do ovariolo mais desenvolvido de fémeas de Supputius
cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae) com 15 dias de idade de ninfas submetidas as
concentragdes de 1,0% (T2) ou 0,5% (T3) do 6leo de semente de Azadirachta indica
ou tratados com agua (T1l) sob 25 £ 3°C, umidade relativa de 70 £ 10% e
fotoperiodo de 14hs. Médias seguidas de mesma letra, entre tratamentos, ndo
diferem entre si (P< 0,05)(Teste de Tukey).
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Fig. 3. NUmero de ovdcitos por ovario (A) e por ovariolo mais desenvolvido (B) de
fémeas de Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae) com 15 dias de idade,
de ninfas submetidas as concentra¢bes de 1,0% (T2) ou 0,5% (T3) do 6leo de
semente de Azadirachta indica ou tratados com agua (T1) sob 25 + 3°C, umidade
relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de 14hs. Médias seguidas de mesma letra, entre
tratamentos, ndo diferem entre si (P< 0,05) (Teste de Tukey).
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Fig. 4. Visdo geral da genitalia interna (A) e detalhe do testiculo de machos de
Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae) (B). TD, testiculo direito; TE,

testiculo esquerdo; CD, canal deferente; DE, ducto ejaculatério; AE, aedeagus.
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Fig. 5. Tamanho do testiculo (média = erro padrdo) de Supputius cincticeps
(Heteroptera: Pentatomidae) com 15 dias de idade de ninfas submetidas as
concentragdes 1,0% (T2) ou 0,5% (T3) do 6leo de semente de Azadirachta indica ou
tratados com agua (T1) sob 25 * 3°C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotoperiodo
de 14hs. Médias seguidas pela mesma letra, entre tratamentos, ndo diferem entre si
(P< 0,05) (Teste Tukey).
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3° Artigo
EFEITO DO OLEO DE SEMENTE DE Azadirachta indica NO SISTEMA

DIGESTIVO E IMUNE CELULAR DO PREDADOR Supputius cincticeps
(HETEROPTERA: PENTATOMIDAE)
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Efeito do 6leo de semente de Azadirachta indica nos sistema digestivo e imune

celular do predador Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae)

RESUMO - O predador Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae)
encontrado naturalmente em sistemas agroflorestais, € um agente importante de
controle bioldgico de insetos herbivoros. Extratos de plantas, como o Oleo de
sementes de neem (Azadirachta indica) sdo outra alternativa no controle de insetos
herbivoros. Percevejos predadores e inseticidas botanicos podem ser utilizados em
Programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP), mas o impacto dessas substancias
sobre predadores é pouco conhecida. Por isto, estudos sobre o sistema digestivo e
imune celular do percevejo S. cincticeps, apés ingerirem solucéo do 6leo de neem a
1,0% sdo importantes para o entendimento e aplicabilidade dessa espécie em
programas de protecdo agro-florestal. Esse percevejo predador ndo apresentou
alteracdo morfologica no sistema digestivo. No entanto, o sistema imune celular de
adultos desse predador foi ativado apo6s quatro horas da ingestdo do oleo de neem.
Trés tipos de hemdcitos: plasmatécitos, prohemocitos e granulocitos foram
observados, mas, apenas, a dinamica dos plasmatdcitos foi afetada apos quatro horas
da ingestdo da solucdo inseticida. Adultos do percevejo predador S. cincticeps
podem apresentar resposta ativa para plasmatocitos apés a ingestdo do Oleo de

sementes de neem.

Palavras-chave: Percevejo predador, Pentatomidae, neem, defesa celular
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INTRODUCAO

O trato digestivo de insetos € dividido em trés regides principais: intestino
anterior (estomodeu), intestino posterior (proctodeu), ambos de origem ectodérmica
e intestino médio (ventriculo) originado a partir do endoderma. Esse trato digestivo,
na maioria dos insetos é um tubo continuo da boca ao anus, mas alguns insetos que
se alimentam de fluidos apresentam uma oclusdo entre o intestino médio e o
posterior, como em alguns Heteroptera sugadores de planta, nos quais a ocluséo
ocorre entre diferentes partes do intestino médio (Chapman, 1998).

As células epiteliais do intestino médio estdo envolvidas na producdo de
enzimas e absorcao de nutrientes, sendo apoiadas em fibras musculares dispostas em
duas camadas: uma interna circular e uma externa longitudinal. O epitélio é formado
por trés tipos celulares com modificacdes estruturais de acordo com a funcéo que
desempenham: células digestivas ou principais, células regenerativas e celulas
enddcrinas. As ceélulas principais possuem tempo limitado de vida e séo,
continuamente, substituidas pelas células regenerativas (Chapman, 1998).

A resposta imunoldgica de insetos, especialmente de Drosophila
melanogaster Meigen (Diptera: Drosophilidae), Anopheles gambiae Giles (Diptera:
Culicidae), Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae), Hyalophora cecropia L.
(Lepidoptera: Saturniidae) e Manduca sexta Johannson (Lepidoptera: Sphingidae)
foi estudada. Aspectos da resposta imunoldgica humoral celular estdo sendo
descritos em nivel de espécie (Asano & Ashida 2001, Cerenius & Sdderhall 2004,
Feldhaar & Gross 2008, Gillespie et al. 1997, Hoffmann & Reichhart 2002,
Hoffmann 2003, Schmid-Hempel 2005, Trenczek 1998, Vilcinskas & Go6tz 1999).

A cuticula e 0 meséntero de insetos sdo a primeira linha de defesa contra
microrganismos patogénicos e substancias estranhas (Levy et al. 2009) e a quebra

dessa barreira provoca uma série de reacdes imunoldgicas divididas em respostas de
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defesa humoral e celular (Lavine & Strand 2002). A primeira realiza processos de
coagulacao da hemolinfa, melanizacao e producédo de peptideos antimicrobianos sem
a participacao direta dos hemdcitos (Vilmos & Kurucz 1998). O segundo meio de
defesa representa reacdes mediadas pelos hemdcitos, conhecida como reacgéo celular
(Silva et al. 2002). Essa reacdo € ativada ap0s o reconhecimento dos patégenos pelo
estimulo por um sistema complexo de resposta baseado em proteinas especializadas
dos hemacitos que se ligam a polissacarideos de bactérias ou fungos (Gillespie et al.
1997).

Compostos do Oleo de semente de neem podem afetar a dindmica
hemocitaria de percevejos (Figueiredo et al. 2006). Essas células sao
morfologicamente distintas e circulam, livremente, na hemolinfa dos insetos e
auxiliam na resposta imune celular (Gillespie et al. 1997, Lavine & Strand 2002).
Essas células atacam e isolam microorganismos e substancias invasoras por
fagocitose e pela formacdo de capsula multicelular ao redor dos mesmos
(encapsulacédo) por agregados ou nodulos (Lavine & Strand 2002). No entanto, a
resposta da defesa celular do sistema imune de insetos mediada por hemdcitos
precisa ser estudada principalmente para Heteroptera (Lavine & Strand 2002).

Percevejos da familia Pentatomidae s@o inimigos naturais de pragas
agricolas, sendo generalistas, agressivos e com alta capacidade reprodutiva
predando, principalmente, larvas de Lepidoptera e Coleoptera (Lemos et al. 2003,
Tipping et al. 1999). Supputius cincticeps (Stal, 1860) (Heteroptera: Pentatomidae),
uma das espécies de Asopinae mais comuns na regido Neotropical, € importante para
o controle biolégico em sistemas agroflorestais. (Zanuncio et al. 1998, 2003).

Extratos de oOleos das sementes, aquosos e etanolicos de folhas da
Azadirachta indica (neem) inibem o crescimento de insetos (Akhtar 2000,

Amadioha 2000, Boeke et al. 2004, Garcia & Azambuja 2004, Wennergren & Stark

54



2000). Extratos de neem apresentaram atividade bioldgica contra 400 espécies de
insetos com mais de 300 componentes que atuam na fisiologia e no comportamento
de insetos, acaros e nematoides (Al-Rajhy et al. 2003, Kumar et al. 2005, Liang et
al. 2003, Mitcheli et al. 2004, Silva et al. 2007).

O efeito de neem como regulador de crescimento estd supostamente
associado a sua interferéncia no sistema neuroendocrino dos insetos, afetando
diferentes funcdes fisioldgicas controladas por acgBes neurohormonais, como 0
processo de muda, a sintese de proteinas, reproducdo, diapausa e comportamento
(Mordue & Nisbet 2000). Porém sdo escassos 0s relatos a respeito da interferéncia
do neem sobre a histofisiologia do canal alimentar em insetos.

Extratos de neem sdo importantes para o controle de insetos praga, mas o efeito da
ingestdo desses produtos no sistema digestivo e na dindmica imune celular de
predadores é pouco estudado. Este trabalho tem como objetivo avaliar a morfologia
do sistema digestivo e a dindmica hemocitaria do predador S. cincticeps, apés a

ingestdo da solugéo de dleo de neem.

MATERIAL E METODOS

Criacao e Manutencgao dos Percevejos Predadores

Os insetos utilizados foram provenientes de criacdo do Laboratorio de
Controle Bioldgico de Insetos. Adultos de Supputius cincticeps (Stal, 1860)
(Heteroptera: Pentatomidae) foram criados em gaiolas teladas de 60 x 40 x 40cm,
com pupas da presa alternativa Tenebrio molitor (Linnaeus, 1785) (Coleoptera:
Tenebrionidae). A agua foi disponibilizada, diarimente, em tubos anestésicos de 5
mL tampados com algoddo umedecido. As posturas desse predador foram coletadas
nas gaiolas, diariamente, e transferidas para placas de Petri (9,0 x 1,5 cm) com

algoddo umedecido. Apds a eclosdo, as ninfas foram mantidas nessas placas até a
55



fase adulta. Uma pupa de T. molitor foi oferecida até a fase adulta a cada dois dias
(Genta et al. 2009). A criacdo é mantida em sala climatizada com temperatura de 25
+ 3°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 14 horas (Lemos et al. 2009).
Estrutura do intestino médio de Supputius cincticeps alimentados com neem

Adultos de S. cincticeps, apds 24 horas da emergéncia, foram
individualizados em potes plasticos de 500 mL, com tubos plasticos de 2,5 mL
contendo &gua. Esses individuos permaneceram em jejum durante cinco dias, para o
esvaziamento de seu trato digestivo e receberam agua, para evitar a mortalidade dos
mesmos. Apods esse periodo, os individuos foram submetidos aos tratamentos. No
primeiro tratamento, foram dissecados em jejum e nos demais apds duas, quatro e
dezesseis horas do inicio da alimentagdo com 6leo de sementes de neem a 1,0% (1L
de inseticida para 100L de a4gua) em tubos plasticos de 2,5 mL (Fialho et al. 20009,
Figueiredo et al. 2006).

Os percevejos predadores foram imobilizados e, em seguida, dissecados sob
estereomicroscopio, tendo seu trato digestivo removido em solugdo salina para
insetos (0,1 M NaCl + 0,1M KH2PO4 + 0,1M Na2HPO4). A seguir, 0 intestino
médio foi dividido nas porcGes anterior, média e posterior e fixadas em solucéo de
Zamboni (Stefanini et al. 1967). As amostras foram desidratadas em séries de etanol,
incluidas em resina JB4, seccionadas a 3 um e corados com azul de toluidina.

Coleta da hemolinfa, identificacéo e contagem dos hemacitos

Amostras de 2 puL de hemolinfa de cada percevejo foram coletadas com
micropipeta. O material foi acondicionado em tubos Eppendorf com 20 upL de
solucdo anticoagulante e 4 uL de corante Giemsa. Essas amostras foram transferidas
para cdmara de Neubauer, onde os hemocitos foram identificados e contados sob
microscopio (aumento de 400X) (Eleftherianos et al. 2009, Silva et al. 2002).

Delineamento experimental e anélise estatistica
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Adultos de S. cincticeps alimentados com a solucdo do 6leo de sementes de
neem a 1,0 % por duas, quatro e dezesseis horas foram utilizados para se estudar o
efeito dessa solucdo na resposta imune celular de S. cincticeps. O controle foi
composto por adultos de S. cincticeps alimentados, apenas, com &gua destilada. Um
total de dez predadores foram utilizados por tratamento, totalizando 60 insetos.

Os resultados obtidos ap6s duas, seis e doze horas do inicio do tratamento

foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P=0,05).

RESULTADOS

A estrutura das células digestivas foi, de modo geral, uniforme. A parede do
intestino médio de S. cincticeps é formada por uma camada simples de células
revestidas, externamente, por outra de células musculares organizadas em uma
tunica circular interna e outra longitudinal externa. As células digestivas das regides
anterior, média e posterior do intestino médio de S. cincticeps sdo colunares com
apice dilatado, granulos e borda estriada sem alteracBes nessas estruturas nos
diferentes periodos apds exposicao a solucéo do dleo de semente de neem a 1,0%.

Trés hemacitos: granuldcito, plasmatdcito e prohemdcito (Fig. 1) foram
identificados em S. cincticeps. Os granuldcitos apresentaram formato esférico ou
oval, citoplasma com granulos pequenos, basoéfilos, geralmente, esféricos e nucleo
morfologicamente irregular (Fig. 1A). Os plasmatocitos mostraram nulcleo
volumoso, pouco heterocromatico e alguns exibiram  prolongamentos
citoplasmaticos (Fig. 1B). Os prohemdcitos apresentaram aspecto esférico com
nucleo bastante volumoso e citoplasma em uma pequena faixa periférica (Fig. 1C).

O total de hemdcitos aumentou ap6s quatro horas da ingestdo da solugdo mas
com numero semelhante ao do controle (F= 2,93; P > 0,05). O numero dessas
células foi semelhante para insetos tratados e no controle em hemolinfa de S.

cincticeps apds duas e 16 horas da ingestdo do 6leo de neem (Fig. 2).
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O numero de plasmatécitos foi semelhante ao controle ap6s duas horas da
ingestdo desse composto, mas aumentou apos quatro horas da ingestdo da solucéo
do oleo de sementes de neem (F= 25,97; P < 0.05) (Fig. 3).

O namero de granulécitos, em percevejos que ingeriram a solucao de 6leo de
semente de neem e no controle (P= 2,88; P > 0.05), ndo variou com o tempo de
ingestdo (Fig.4). A quantidade de prohemdcitos foi semelhante no controle e entre

tratamentos com neem (P=1.9320; P > 0.05) (Fig. 5).

DISCUSSAO

Insetos podem iniciar o processo de digestdo injetando saliva no alimento
antes de ingeri-lo, o que é conhecido como digestdo extra-oral. O processo final de
digestdo ocorre no intestino médio, como observado em todos os estadios de alguns
Hemiptera, principalmente, predadores (Chapman 1998, Nation 2002). Este
processo resulta em alta eficiéncia da digestdo alimentar e utilizacdo de nutrientes
em heterdpteros predadores (Cohen 1990). A digestdo extra oral de S. cincticeps
pode explicar a degradacdo dos componentes do 6leo de neem antes de entrarem em
contato com o sistema digestivo e ndo ocasionando danos a esse predador.

Hemdcitos de S. cincticeps e suas caracteristicas morfoldgicas foram
semelhantes aqueles de Blattodea, Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera,
Lepidoptera e Orthoptera (Brayner et al. 2005, Figueiredo et al. 2006, Hillyer &
Christemsen 2002, Ling et al. 2003, Ribeiro & Brehélin 2006, Silva et al. 2000).

O aumento no numero de hemdcitos totais em individuos de S. cincticeps
demonstra um sistema imune celular ativo apdés quatro horas da alimentagdo, no
entanto controle e tratamento sdo semelhantes. O sistema imunoldgico de S.
cincticeps pode ter sido ativado logo ap6s a alimentagdo, pois 0s hemocitos
responderam rapidamente (Figueiredo et al. 2006, Han et al. 1998, Jalali & Salehi

2008). Os hemocitos apresentaram grande variedade de funcGes, sendo quatro bem
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documentadas e geralmente aceitas; 1- a fagocitose de pequenas particulas, 2-
encapsulacdo de grandes objetos estranhos, 3-coagulacdo do sangue por aglutinacédo
celular ou por contribuicdo da precipitacdo do plasma e 4- armazenamento e
distribuicdo de materiais nutritivos (Inque et al. 2001; Russo et al. 2001, Silva et al.
2002).

A maior producdo de plasmatocitos apds quatro horas da ingestdo da solucao
de 6leo de neem e 0 menor nimero dessas células apds duas e 16 horas da ingestéo.
Essas células, de diametro entre 7,1 e 9,7 um, estdo envolvidas no processo inicial
de fagocitose (Fuguet & Vey 2004). Os hemacitos circulam livremente na hemolinfa
rapidamente, migram para o local da infeccdo e, eventualmente, fagocitam e
destroem invasores como bactérias, fungos, virus, protozoarios ou substancias
estranhas, (Giulianini et al. 2003, Russo et al. 2001, Silva et al. 2000).

O numero constante de granuldcitos na hemolinfa de S. cincticeps, apds 0s
diferentes periodos de ingestdo, demonstra que o 6leo de neem néo afeta fungdes de
defesa atribuidas a essas células. Os granuldcitos apresentam diametro de 7,9 a 12,9
um (Giulianini et al. 2003) e observadas, frequentemente, em processos de defesa
como encapsulacéo e formacéo de nodulos (Gillespie et al. 2000, Jiravanichpaisal et
al. 2006, Lavine & Strand 2002, Tojo et al. 2000).

Os prohemocitos encontrados em menor quantidade e sem variagdes
significativas apo0s a ingestdo do oOleo de semente de neem estdo envolvidas na
formacéo de outros tipos celulares, o que ajuda a explicar o fato de que substancias
toxicas do Oleo de semente de neem ndo terem reduzido sua produgdo. Os
prohemacitos séo relatados como “células-tronco”, se diferenciam em um ou mais
tipos de hemdcitos (Lavine et al. 2008), possuem diametro de 6,9 pum e nucleo

volumoso que chega a atingir cerca de 4.0 um de didmetro (Giulianini et al. 2003).
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A ingestdo do Oleo de neem alterou a dinamica dos plasmatocitos de
individuos adultos de S. cincticeps. Esse predador responde reconhecendo as
substancias daninhas ap0s quatro horas da ingestdo, no entanto os demais tipos

hemocitarios ndo respondem a ingestao da solucao de neem.
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Fig. 1. Fotomicrografias (aumento de 650X) de hemdcitos de Supputius cincticeps
(Heteroptera: Pentatomidae): granuldcito (A), plasmatdcito (B) e prohemacito (C).
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Fig. 2. Hemdcitos (média + SE) de Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae)
no tratamento com oleo de semente de neem.
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Fig. 3. Plasmatécitos (média = SE) de Supputius cincticeps (Heteroptera:
Pentatomidae) no tratamento com oleo de semente de neem.
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Fig. 4. Granul6citos (média + SE) de Supputius cincticeps (Heteroptera:

Pentatomidae) no tratamento com oleo de semente de neem.
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Fig. 5. Prohemdcitos (média + SE) de Supputius cincticeps (Heteroptera:
Pentatomidae) no tratamento com oleo de semente de neem.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O periodo ninfal, sobrevivéncia e caracteristicas morfométricas do Supputius
cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae), apds ser submetido ao 6leo de sementes de
neem citado como eficiente contra pragas e seletivo, é importante pois esse predador
é distribuido na América do Sul e com potencial para programas de controle
bioldgico. O dleo de sementes de neem reduziu a sobrevivéncia, o tamanho e o peso
de ninfas e adultos de S. cincticeps por aplicagdo topica, e a morfometria do
aparelho reprodutivo desse predador. Isto mostra que o 6leo de sementes de neem
ndo é compativel com o percevejo predador S. cincticeps.

A ingestdo do Oleo de neem, em adultos de S. cincticeps, ndo afetou o
sistema digestivo, mas o sistema imune celular desse predador foi ativado apds
quatro horas da ingestdo do 6leo de neem. Isto demonstra que adultos desse

predador possuem mecanismos de defesa ativo ap0s ingerir esse produto.
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