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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com os objetivos de obter informagdes sobre a
estrutura geral do aparelho reprodutor de Chrysoperla externa, o fornecimento
de descricdes detalhadas que podem ser utilizadas em estudos da familia
Chrysopidae ¢ a observagdo de possiveis consequéncias do uso do inseticida
thiamethoxam no aparelho reprodutor deste predador. No primeiro ensaio foi
realizada a analise morfométrica e histélogica do aparelho reprodutor de adultos
virgens e acasalados. Foram realizadas dissecagdes de 15 machos e 15 fémeas,
sob microscopio estereoscopico. No segundo ensaio, foram avaliados os
impactos de doses subletais de thiamethoxam 10 ng i.a/uL e 2 ng i.a/uL, por
meio de aplicagdo topica, na capacidade de oviposicao, com contagem didria de
ovos durante 15 dias consecutivos e sobre os 6rgaos do aparelho reprodutor dos
insetos, por meio de dissecagdes diarias. Nao houve diferenga significativa entre
os orgaos reprodutivos dos machos virgens em relagdo aos copulados. Foi
constatado que o aparelho reprodutor das fémeas acasaladas amadurece em
menor tempo, em relagdo as fémeas virgens. O tratamento que ocasionou
decréscimo no numero de oviposi¢des foi o composto por 10 ng i.a/pL. Os
insetos tratados com thiamethoxam apresentaram similaridade nos orgaos
reprodutivos em relagdo aqueles ndo tratados. A diferenca que pode ser
observada nos tratamentos foi a presenga de uma camada densa de tecido
gorduroso, de coloracdo esbranquigada, nos insetos tratados.

Palavras-chave: Crisopideo. Morfologia. Histologia. Inseticida.



ABSTRACT

This study aimed to obtain information about the general structure of the
reproductive system of Chrysoperla externa, provide detailed descriptions that
can be used in taxonomic studies of Chrysopidae family and investigate possible
consequences of the use of thiamethoxam in the reproductive tract of this
predator. In the first experiment was performed morphological and histological
analyzes of the reproductive tract of adult virgin and mated. Dissection was
made in 15 males and 15 females under a stereoscopic microscope. . In the
second experiment evaluated the impact of sublethal doses of thiamethoxam (10
ng i.a/ul e 2 ng i.a/ul), by topical application, in the oviposition and the
reproductive tract of the insects. The insects from this treatment were dissected
daily for 15 consecutive days. There was no significant difference between the
reproductive organs of virgin males and mated. It was found that the mated
female reproductive tract matures in less time, compared to virgin females. The
treatment caused a decrease in oviposition was the first (10 ng i.a/uL). The
insects treated with thiamethoxam show similarity in the reproductive organs of
individuals in relation to those insects who were not treated. The difference in
treatment was the presence of a dense layer of fatty tissue with whitish color, in
treated insects.

Keywords: Lacewing. Morphology. Histology. Insecticide.
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1 INTRODUCAO GERAL

A agricultura convencional ¢ os métodos de controle de pragas,
comumente, provocam impactos negativos, sobretudo nos insetos benéficos e ao
meio ambiente, tornando necessaria a busca de novas estratégias para solucionar
os problemas da agricultura (ALTIERI et al., 2003).

O controle de pragas na agricultura vem sendo realizado de variadas
formas. Entre elas, a utilizagdo de inimigos naturais estad entre as taticas
preconizadas no manejo integrado de pragas (MIP). Parra (2002) ressaltou a
importancia do controle bioldgico na regulacdo das populagdes de pragas e na
preservagdo dos organismos benéficos, como parasitoides e insetos predadores e
polinizadores.

O sucesso de programas de controle bioldégico depende da producao
uniforme de inimigos naturais com elevado desempenho Dbiologico e
reprodutivo, e de sua eficiéncia apds a liberagdo em campo (LEMOS, 2005).
Dentre os diversos agentes de controle biolégico que atuam na redugdo
populacional de pragas, os crisopideos (Neuroptera: Chrysopidae) (FREITAS,
2002) sdo considerados inimigos naturais chave em programas de manejo,
devido a sua acdo predatoria, a ampla distribuicdo geografica, a facil criagdo
massal e ao potencial de adaptacdo a diferentes cultivos (ATHAN et al., 2004;
NUNEZ, 1988). Esses predadores alimentam-se de diversos insetos, como
pulgdes, cochonilhas, cigarrinhas, mosca-branca, tripes, psilideos, ovos e larvas
neonatas de Lepidoptera, Coleoptera e Diptera, assumindo importante papel no
controle bioldgico natural de pragas em diversos cultivos de importancia
econdmica no mundo (FREITAS, 2002).

O género Chrysoperla Steinmann, 1964, é o mais estudado da familia
Chrysopidae. No Brasil, sdo encontradas quatro espécies deste género:

Chrysoperla externa (Hagen, 1861); Chrysoperla defreitasi Brooks, 1994,
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Chrysoperla raimundoi Freitas e Penny, 2001 e, mais recentemente, uma nova
espécie, Chrysoperla genanigra Freitas, 2003. Contudo, C. externa é a mais
comum da regido neotropical (FREITAS; PENNY, 2001) e ¢ amplamente
estudada (FREITAS, 2001a; PESSOA; FREITAS, 2008; PESSOA et al., 2010).
A espécie que mais se destaca ¢ a C. externa, pela ocorréncia em diversos
agroecossistemas e a eficiéncia na regulagdo de populacdes de artropodes-praga
(ALBUQUERQUE et al., 1994; CARVALHO; SOUZA, 2009; COSTA et al.,
2003).

Atualmente, o conhecimento acerca de C. externa abrange estudos
bioldgicos, capacidade predatoria e otimizagdo da criagdo massal para liberagdo
em programas de controle bioldgico. Ao longo dos anos, muitos autores
contribuiram para o estudo morfologico das estruturas reprodutivas de diversas
espécies da familia Chrysopidae, como Chrysoperla carnea (Stephens, 1836) e
Chrysopa septempunctata Wesmael, 1841 (PRINCIPI, 1949), Chrysopa oculata
Say, 1839 (HWANG; BICKLEY, 1961) e Chrysopa perla (Linnaeus, 1758)
(PHILIPPE, 1972). No entanto, ndo se tem conhecimento a respeito da
morfologia interna, de dados anatomicos e histologicos em C. externa e das
consequéncias nas estruturas reprodutivas causadas por inseticidas.

O conhecimento detalhado dos o6rgdos internos de reprodugdo e a
avaliacao das modificacdes ocorridas ao longo do desenvolvimento em fungdo
da aplicagdo de inseticidas constituem importantes ferramentas para prever
tendéncias sobre estratégias relacionadas ao potencial bidtico da espécie, do
ciclo de vida, do periodo de dorméncia, de alteragdes numéricas, do nimero de
geracdes ¢ do periodo reprodutivo (REDAELLI et al., 1995; TYNDALE-
BISCOE, 1984).

Trabalhos de seletividade de diversos inseticidas em C. externa foram
realizados (CARVALHO et al., 2002; GODOY et al., 2004; MOURA et al.,
2009; MOURA et al., 2010), visando gerar subsidios para o manejo integrado de



12

pragas nas culturas. Entretanto, ndo ha pesquisa sobre o efeito de produtos
quimicos na morfologia dos 6rgdos reprodutivos de deste inseto.

Entre os inseticidas pesquisados para utilizagdo no MIP estd o
thiamethoxam, inseticida da segunda geracdo de neonicotinoides, que representa
uma alternativa para o controle de pragas (MAIENFISCH et al., 2001; NAUEN
et al., 2003). O thiamethoxam ¢ resultante da molécula de nicotina que vem
sendo utilizado como inseticida em diversas culturas, como, por exemplo, citros,
café, cana-de-agucar, arroz e abacaxi, entre outras, atuando de modo sistémico
na planta e podendo ser aplicado via aérea ou terrestre (NONDILLO et al.,
2007). No entanto, tem-se observado sua acdo também contra insetos nao alvos,
em agroecossistemas nos quais ha a ocorréncia de inimigos naturais (DE
BORTOLI et al., 2006).

A utilizacdo do thiamethoxam nas culturas tem ocorrido por meio da
aplicacdo dos granulos nos sulcos. Esse tipo de controle ndo tem apresentado
boa constincia de eficiéncia, ja que essa modalidade de aplicagdo depende da
umidade no solo nem sempre disponivel pela irregular distribuicdo das chuvas
nas épocas de aplicagdo (SOUZA; REIS, 1999). Mais recentemente, outras
formas de aplicagdo do thiamethoxam na formulagdo de granulos dispersiveis
em agua (WGQG) tém sido estudadas, como a aplicacdo na agua de irrigagdo por
gotejamento (SANTINATO et al., 2001; SOUZA et al., 2002) e em esguicho
(“drench”) (BRANDAO FILHO et al, 2004; SANCHES et al., 2009;
YAMAMOTO et al., 2009).

A aplicacdo do neonicotinoide thiamethoxam sob forma de "drench" tem
se mostrado de facil execugdo e promissora para o controle de pragas nas
culturas (BENVENGA et al., 2006). Em virtude da eficiéncia da aplicacdo do
thiamethoxam na formulagdo WG, em esguicho (“drench”), em pequeno volume

de calda no colo das plantas, levanta-se a hipotese de que esses inseticidas,
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sistémicos, penetram na planta vias floema e xilema, também na regido do colo e
nao somente pelas raizes (SOUZA et al., 2007).

De acordo com Happ (1992), o entendimento dos mecanismos
reguladores e a morfologia do sistema reprodutor nos insetos submetidos a a¢do
de produtos quimicos sdo de grande importancia, pois podem contribuir para a
compreensdo do crescimento populacional e a implementagao de estratégias que
podem ser utilizadas em programa de manejo integrado de pragas.

Desta forma, nesta pesquisa, buscou-se obter informagdes sobre a
estrutura geral do aparelho reprodutor de C. externa, o fornecimento de
descricdes detalhadas que podem ser utilizadas em estudos da familia
Chrysopidae e a observagdo de possiveis consequéncias do uso de inseticidas no
aparelho reprodutor de C. externa, com os seguintes objetivos especificos:

a) analise morfométrica do aparelho reprodutor de machos e fémeas de
C. externa, em adultos virgens e acasalados;

b) descricdo histologica dos principais 6rgdos do aparelho reprodutor
masculino e feminino de C. externa;

c) determinagdo da DLs, para adultos e avaliacdo dos impactos de doses
subletais do inseticida thiamethoxam sobre o aparelho reprodutor de

C. externa.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais sobre crisopideos

Ha mais de 250 anos os crisopideos tém sido observados predando
artropodes praga. Muitos pesquisadores, no passado, observaram a grande

variedade ¢ quantidade de insetos-praga de pequeno porte, como pulgoes,
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cochonilhas, tripes, moscas-brancas, ovos ¢ lagartas de lepidopteros e acaros
consumidos por larvas de crisopideos (KILLINGTON, 1936).

Balduf (1939) afirmou que os insetos da familia Chrysopidae foram
muito eficazes como agentes de controle bioldgico, alimentando-se de algumas
das mais importantes pragas agricolas. No entanto, somente a partir do século
XX ¢é que se deu inicio aos estudos sobre seu potencial para controle biologico
(STILING, 1985).

De acordo com Ridgway e Murphy (1984) os primeiros estudos da
liberagdo de crisopideos para o controle de uma praga foram os de Doutt e
Hagen (1949), que analisaram a utilizacdo de crisopideos para o controle da
cochonilha Pseudococcus maritimus (Ehrhorn, 1900), em pomares de pera, na
Califdrnia.

A partir do final da década de 1970, com o reconhecimento das
desvantagens do controle quimico, a utilizacdo do controle biolégico ganhou
maior credibilidade, o que ocasionou aumento da utilizacdo de crisopideos em
liberagdes em estufa (HASSAN, 1978; TULISALO; TUOVINEN, 1975), ou em
campo (HAGLEY, 1989; SHANDS et al., 1972; WANG; NORDLUND, 1994).

O controle bioldgico assume importancia cada vez maior em programas
de manejo integrado de pragas e os insetos da familia Chrysopidae sdo
reconhecidos como predadores eficazes contra varias espécies de artropodes
nocivos (FREITAS, 2001b)

O sucesso dos crisopideos como agentes de controle bioldgico
ocasionou abundancia de pesquisas avaliando diversos parametros bioldgicos
(BEZERRA et al., 2006; CORRALES; CAMPOS, 2004), potencial reprodutivo
(ANGELINI; FREITAS, 2006; MACEDO et al., 2003; PESSOA; FREITAS,
2008), estratégias e capacidade de oviposicdo, adequagdo de temperaturas e
dietas para criagdo massal (LAVAGNINI; FREITAS, 2008; OLIVEIRA et al.,
2010; PESSOA et al., 2010), morfologia da genitalia, cabeca ¢ asas para fins
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taxondmicos ou filogenéticos (ASPOK, 2008; FREITAS, 2003; TAUBER et al.,
2011) e o impacto de inseticidas nos insetos mantidos em criagdo massal no
laboratorio (CARVALHO et al., 2002; CASTILHOS et al., 2011; GODOY et
al., 2010; VOGT, et al., 2000). Contudo, ndo se tem conhecimento a respeito da
morfologia interna e da histologia, bem como efeitos de compostos inseticidas

no aparelho reprodutor de C. externa.

2.2 Importancia da morfologia no conhecimento do aparelho reprodutor

dos insetos

A morfologia, no sentido biologico, ¢ a ciéncia que estuda a forma dos
organismos vivos e suas adaptagdes para exercer as fungdes que lhes sdo
inerentes. A anatomia € a determinacdo das formas estruturais. A morfologia
procura encontrar a razao para a estrutura e compreender a relacdo de diferentes
formas estruturais (SNODGRASS, 1956).

O estudo da morfometria passou por uma importante revolucdo
metodologica, durante os anos 1980, que mostrou a necessidade de um
embasamento tedrico e filosofico sobre o assunto, criando, assim, uma area de
pesquisa na fronteira entre a biologia, a estatistica e a geometria. Métodos
morfométricos comegaram a ser utilizados no inicio da década de 1990, em
morfologia quantitativa, por métodos que unissem o carater geométrico das
formas biologicas e a possibilidade de um tratamento estatistico da variagdo
(MONTEIRO; REIS, 1999).

Estudos morfométricos desempenham, atualmente, importante papel em
varias areas da entomologia, como na descri¢do de novas espécies (FERREIRA
et al., 2006a), estudos com assimetria ¢ estabilidade do desenvolvimento

(GARNIER et al., 2006), na distingdo entre algumas espécies (SANTOS et al.,
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2003) e em estudos comparativos de estruturas morfoldgicas internas (LEMOS
et al., 2001).

O aparelho reprodutor feminino de insetos desempenha variadas
fungdes, destacando-se a producdo de ovos, a recep¢do € o armazenamento de
espermatozoides e a coordenagdo dos processos envolvidos na oviposi¢cdo
(BUNING, 1994; CHAPMAN, 1998).

De maneira geral, o sistema reprodutor feminino dos insetos ¢
constituido por um par de ovarios conectados por dois ovidutos laterais e esses a
um oviduto comum, ¢ uma espermateca (SNODGRASS, 1956). Os ovarios dos
insetos sdo formados por varias unidades funcionais tubulares, cilindricas ou
afiladas e denominadas ovariolos, cujo niimero por ovario varia em relacdo a
ordem e a sua posicdo taxondmica (CHAPMAN, 1998; SNODGRASS, 1935,
1956).

A estrutura morfologica de cada ovariolo funcional é representada,
basicamente, por trés regides distintas: o filamento terminal, composto por
tecido conectivo ou conjuntivo e disposto intimamente a extremidade distal do
ovariolo; o germario ou trofario, o qual se situa na parte apical anterior, logo
abaixo do filamento terminal, consistindo de uma massa de células capazes de se
diferenciar em odcitos e/ou trofocitos, e o vitelario, no qual os oocitos,
circundados pelas células foliculares, passam pelo processo de vitelogénese e
aumentam de tamanho, compreendendo a maior por¢do do ovariolo
(CAPERUCCI; CAMARGO-MATHIAS, 2006; KING; BUNING, 1985). Nos
ovariolos se desenvolvem os foliculos ovarianos e ocorre a formagdo dos
ovocitos maduros (BARKER, 1989; BUNING, 1994; CAPERUCCI;
CAMARGO-MATHIAS, 2006).

Os ovariolos sdo divididos em duas categorias: panoistico, quando nao
existem células nutridoras e meroistico, quando células nutridoras ou trofécitos

estdo presentes (SNODGRASS, 1935). Ovariolos meroisticos podem, ainda, ser
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divididos em dois grupos: telotréfico, quando as células nutridoras permanecem
no germadrio e politrofico, quando as células nutridoras estdo associadas a cada
ovocito (CHAPMAN, 1998; SNODGRASS, 1956).

Entre as estruturas reprodutivas hd, ainda, a espermateca, 6rgdo de
origem ectodérmica, o qual consiste de uma bolsa formada por um epitélio de
camada tunica de células. Este orgdo ¢é responsavel por armazenar
espermatozoides desde o momento em que a fémea foi inseminada até os
ovocitos serem fertilizados. Associada a espermateca existe um par de glandulas
(SNODGRASS, 1956), cuja secre¢do pode estar envolvida na ativagdo ou na
nutricao dos espematozoides (FLANDERS, 1939; SNODGRASS, 1933).

O aparelho reprodutor masculino dos insetos é constituido de um par de
testiculos, dois canais ou vasos deferentes, duas vesiculas seminais, glandulas
acessorias, um canal ejaculador, um 6rgdo copulador (pénis ou falus) e uma
abertura externa do canal ejaculador denominado gonoporo (orificio genital
masculino) (AZEVEDO; HENNIG 1983, CHAPMAN, 1998; LARA, 1992;
RICHARDS; DAVIES, 1983; SNODGRASS, 1933).

As glandulas acessorias dos machos variam consideravelmente em
forma (COUCHE; GILLOTT, 1990; FERREIRA et al., 2004; GILLOTT, 2003)
e diversas fungdes tém sido atribuidas a secre¢do produzida por estas glandulas,
incluindo a formacao do espermatoforo e o fornecimento de nutrientes para os
espermatozoides, enquanto armazenados em vesiculas seminais ou no trato
genital feminino (CHEN et al, 1998; GILLOTT, 1996; HAPP, 1984;
SNODGRASS, 1956; WOLFNER, 1997). As secrecdes das glandulas acessorias
também contém substancias cujo principal componente ¢ de natureza
glicoproteica e possuem peptideos que podem alterar o comportamento
reprodutivo feminino apos a copula, estimulando a oviposi¢ao e reduzindo da
receptividade da fémea para se acasalar com outros machos (CHEN et al., 1998;

HEIFETZ et al., 2001)
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A fungdo primaria da secre¢do produzida pela glandula acessoria
masculina estd na formacao do espermatoforo, nas espécies que possuem essa
estrutura (DAVEY, 1985; FERREIRA et al., 2004). As func¢des das glandulas
acessorias podem ser classificadas como estruturais, bioquimicas e
comportamentais. Fisiologicamente, a secrecdo pode facilitar a transferéncia de
espermatozoides para a espermateca feminina ou, em casos de acasalamento
multiplo, podem inativar os espermatozoides de outros machos que,
posteriormente, copulem com a fémea (HARSHMAN, 1994).

Varios estudos sobre a morfologia do aparelho reprodutor masculino e
feminino de alguns insetos t€ém contribuido para a compreensdo da relagdo de
afinidades entre os grupos (BACCETTI, 1987; CRUZ-LANDIM et al., 1980,
CRUZ-LANDIM; MORAES 1980). Quicke et al. (1992) sugeriram que, em
algumas ordens de insetos, as variagdes morfoldgicas nas estruturas reprodutivas

nos machos sdo suficientes para promover um estudo filogenético e taxondmico.

2.3 Caracterizacdo morfoldgica dos crisopideos

Os principais caracteres utilizados na identificagdo de crisopideos sdo
morfoldgicos, baseados nas estruturas do inseto adulto, especialmente sistema de
nervagdo das asas, morfologia da cabeca e coloracdo do tegumento (FREITAS,
2001a). No entanto, muitos estudos baseiam-se, principalmente, em
caracteristicas da genitdlia de machos e fémeas. As espécies brasileiras de
crisopideos foram, em sua maioria, descritas por Navas, ao longo de varios anos
e as publicagdes sdo relatos sumarios da morfologia externa (FREITAS, 2002).
O reconhecimento dos caracteres taxondmicos ¢ importante, pois representa um
melhor conhecimento das espécies que compreendem a familia, seu habitat,
distribuig@o e relagdo com outros insetos, os quais podem ser utilizados como

ponto de partida de pesquisas bioldgicas e trabalhos aplicados como programas
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de controle biolégico (VALENCIA et al.,, 2006). De modo geral, segundo
Freitas (2001; 2002), para a identificacdo das espécies de Chrysoperla, deve-se
levar em conta a morfologia externa dos adultos.

As espécies de Chrysoperla podem ser reconhecidas pelas seguintes
caracteristicas: corpo de coloragdo verde com faixa dorsal longitudinal amarela;
antenas com escapo ¢ pedicelo sem manchas ou listras e flagelo de coloracio
ambar na base e fosco no apice; gena frequentemente pigmentada de vermelho;
fronte palha, podendo ter as margens laterais em vermelho difuso; clipeo palha,
as vezes com as margens laterais vermelhas; mandibulas assimétricas; pronoto
sem faixas laterais, mas com manchas laterais dispersas cinzas ou marrons; meso
e metanoto sem manchas; asas longas e estreitas, sem manchas, pterostigma
hialino, célula intramediana curta com laterais curvas; veias verdes, as
gradiformes podem ser pretas; abdome sem manchas; apice do 8+9 esternito do
macho com pequena proje¢do lobular, presenca de tignum, acumen estreito,
longo ou curto; gonossacus com gonosetae; auséncia de gonapsis e arcessus
estreito (BARNARD; BROOKS, 1990). O abdome dos insetos ¢ cilindrico, com
manchas nos tergitos (FREITAS, 2002) e apresenta nove segmentos bem
definidos, sendo os oito primeiros similares em ambos 0s sexos € O nono
modificado e usado para identificacdo de espécies, bem como a genitalia interna.
Nos machos de crisopideo, esta consiste das seguintes estruturas: gonarcus,
mediuncus, arcessus ou pseudopenis, tignum, gonosaccus € gonapsis. Nas
fémeas a estrutura visivel é a espermateca, que apresenta formas variadas
(NUNEZ, 1988).

H4 evidéncias, na literatura, sobre dificuldades de estudos de taxonomia
e de sistematica dos crisopideos (ADAMS; PENNY, 1985; BARNARD;
BROOKS, 1984; CANARD et al., 1984; FREITAS, 2002; SOUZA, 1999),

ressaltando-se a necessidade de avaliagOes criteriosas desses caracteres e do
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desenvolvimento de novas pesquisas que complementem aquelas referentes a
morfologia dos adultos.

Muitos pesquisadores tém se dedicado ao estudo do género Chrysoperla
em diferentes partes do mundo, observando-se um numero crescente de
descri¢des de novas espécies (ADAMS; PENNY, 1986; BROOKS; BARNARD,
1990; FREITAS; PENNY, 2001; MIRMOAYEDI, 2002; OLAZO; REGUILON,
2002; PENNY, 2002; TJEDER, 1966) ¢ contribuiram, ao longo dos anos, para o
estudo morfologico das estruturas reprodutivas de diversas espécies da familia
Chrysopidae, como Chrysoperla carnea Stephen e Chrysopa septempunctata
Wesmael (PRINCIPI, 1949); Chrysopa oculata Say (HWANG; BICKLEY,
1961) e Chrysopa perla Linnaeus (PHILIPPE, 1972). No entanto, ocorre
caréncia de informagdes sobre a morfologia interna, dados anatomicos e
histologicos em C. externa.

As espécies de crisopideos sdo muito proximas entre si e observagdes na
morfologia tém revelado variagdes nas diferentes populagdes. Ja que existe
muito conflito na alocacdo de espécies em géneros e até em tribos e subfamilias,
muitos géneros estdo descritos com base em uma unica espécie ou, em alguns
casos, em um unico especimen (FREITAS, 2002). Por isso, a determinagdo do
grau de variagdo se faz necessaria para que sejam estabelecidas caracteristicas
com possibilidade de serem utilizadas como caracteres para o reconhecimento e

a identificacdo das espécies (FREITAS; MORALES, 2009).

2.4 Impacto de inseticidas em inimigos naturais

Apesar dos efeitos negativos do controle quimico no meio ambiente, o
uso de inseticidas ainda ¢ o método de controle de pragas mais utilizado nas
culturas. Uma forma consciente do emprego de tais substincias ¢ mediante a

utilizagdo de inseticidas seletivos (GUEDES et al., 1992; PICANCO et al.,
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1996). Dentre os grupos quimicos de inseticidas, os neonicotindides apresentam
alta eficiéncia no controle de varias pragas (BOINA et al., 2009), mas afetam
alguns insetos benéficos, como os do género Chrysoperla (BUENO; FREITAS,
2003; GODQY et al., 2010; ROCHA, 2008).

Dentro da filosofia do MIP, a conservacdo e o aumento de inimigos
naturais que beneficiem o controle bioldogico natural sdo estratégias
fundamentais (GLIESSMAN, 2001; REIS et al., 2002). Para o estabelecimento
de programas dessa natureza, a utilizacdo de produtos quimicos que preservem
0s inimigos naturais no agroecossistema torna-se necessaria (SILVA et al.,
2006). Assim, ¢ de suma importancia a realizagdo de pesquisas visando avaliar e
quantificar os efeitos dos produtos fitossanitdrios que normalmente sdo
empregados no controle de pragas e, a0 mesmo tempo, causam 0s menores
impactos possiveis sobre os agentes de controle natural, para poderem ser
utilizados em programas de manejo (FERREIRA et al., 2006).

O impacto de inseticidas em inimigos naturais nao esta limitado apenas
a mortalidade, pois eles podem causar efeitos subletais na fisiologia e no
comportamento de organismos que sobrevivem a exposi¢do de inseticidas,
dependendo da dose/concentragdo, e efeito indireto, como diminui¢do da taxa de
oviposi¢ao, danos no habitat de nidificagdo, diminui¢do do forrageamento e até
deformidades morfolégicas (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007).

Estudos ecotoxicolégicos t€m sido recomendados pelos pesquisadores
no intuito de avaliar os efeitos letais e subletais de inseticidas sobre insetos ndo
alvos, os quais s30 expostos a varias concentracdes subletais, durante um
periodo determinado (ALLAN, 1981; ALLAN; DANIELS, 1982; DANIELS;
GENTILE et al., 1982; BECHMANN, 1994; DAY; KAUSHIK, 1987; STARK;
WENNERGREN, 1995 apud STARK et al., 1997). Com base nesses estudos, ¢
possivel haver a integracdo do controle quimico e controle bioldgico nas

culturas, por isso ¢ indispensavel avaliar o impacto de inseticidas nos inimigos
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naturais, inclusive o predador C. externa, a fim de criar subsidios para a

utilizagdo deste inimigo natural em programas de manejo integrado de pragas.
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1° Capitulo

Morfo-histologia do aparelho reprodutor de espécimes virgens e copulados
de Chrysoperla externa
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RESUMO

Os insetos da familia Chrysopidae sdo reconhecidos como predadores eficazes
contra varias espécies de artropodes nocivos. A espécie neotropical Chrysoperla
externa destaca-se como predador de facil producdo massal e pela utilizagdo em
programas de controle bioldogico na América Latina. Os principais caracteres
utilizados na identificacdo de crisopideos sdo morfoldgicos, baseados no inseto
adulto, especialmente sistema de nervacdo das asas e genitalia interna dos
machos. Entretanto, ndo se tem conhecimento a respeito de estudos
morfologicos dos orgdos que compdem o aparelho reprodutor desses insetos.
Esta pesquisa foi realizada com o objetivo de descrever, ilustrar e mensurar os
orgdos internos de reproducdo de machos e fémeas de C. externa, comparando
espécimes virgens e acasalados. Foi realizada a dissecagdo de 30 insetos sob
microscopio estereoscopico. Com relagdo a morfometria relacionada ao
comprimento e area dos testiculos, area da vesicula seminal e das glandulas
acessorias, verificou-se que ndo houve diferencas significativas nos 6rgaos
reprodutivos dos individuos virgens em relagdo aos copulados. O aparelho
reprodutor das fémeas acasaladas amadurece em menor tempo, em relagdo as
virgens. As fémeas de C. externa apresentam modificagdes morfologicas no
aparelho reprodutor, ao longo do processo de maturagdo sexual.
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ABSTRACT

Insects of the family Chrysopidae are recognized as effective predators against
several species of arthropod pests. The neotropical species Chrysoperla externa
stands out as an excellent predator for mass production and use in biological
control programs in Latin America. The main characters in the identification of
lacewings are morphological. These characters are based on the structures of the
adult insect, especially system venation of the wings and internal genitalia of
males. However, there is no knowledge about the morphological studies of the
organs that constitute the reproductive system of these insects. The objective of
this paper was to describe, illustrate and measure the internal reproductive
organs of males and females of C. externa compared to virgin and mated
specimens. We performed the dissection of 30 insects under a stereoscopic
microscope. Regarding the morphometry (length and area of the testicles,
seminal vesicle area and area of the accessory glands) showed no significant
differences between the reproductive organs of virgin and mated individuals.
The reproductive system of mated females matured in less time compared to
virgin females. Specimens females C. externa showed morphological changes in
the reproductive tract during the process of sexual maturation.
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1 INTRODUCAO

Os crisopideos (Neuroptera: Chrysopidae) sdo inimigos naturais que
contribuem para a redug¢@o populacional de artropodes em ambientes naturais,
areas de reflorestamento e diversos sistemas de cultivo. As larvas, como também
algumas espécies de adultos desses insetos, sdo predadoras, alimentando-se de
varias espécies de artropodes (COSTA et al., 2003).

A ocorréncia de Chrysoperla externa (Hagen, 1861) em habitats de
vegetacdo rasteira ¢ muito maior em relagdo aos outros géneros de crisopideos
(DUELLI, 2001). Esse fenomeno evidencia a adaptacdo desse grupo aos habitats
agricolas, sobretudo em se tratando das culturas anuais e de porte herbaceo,
destacando-se o seu potencial para uso no controle bioldgico (ALBUQUERQUE
et al., 1994). Esta espécie neotropical destaca-se como um predador generalista,
que utiliza como presas artropodes de pequeno porte e cuticula fina, como
pulgdes, cochonilhas, tripes, moscas-brancas, ovos e lagartas de lepidopteros,
acaros e pequenas aranhas (FREITAS; FERNANDES, 1996), assumindo
importante papel no controle bioldgico na fruticultura, na olericultura, na
cotonicultura e na cafeicultura, dentre outros diversos cultivos de importancia
econdmica (FREITAS, 2001).

Os principais caracteres utilizados na identificagdo de crisopideos sdo
morfoldgicos, baseados nas estruturas do inseto adulto, especialmente sistema de
nervagdo das asas, morfologia da cabeca, coloracdo do tegumento e genitalia
interna dos machos (FREITAS, 2001). A morfologia da genitalia masculina
comecou a ser utilizada na década de 1980, na classificacdo dos crisopideos,

sendo incluida como um dos principais caracteres taxondmicos apos



39

constatacdes da grande variabilidade nas estruturas que compdem esse Orgao
(CANARD et al., 1984).

Os orgaos do aparelho reprodutor da familia Chrysopidae foram
descritos por vérios pesquisadores, como Stitz (1909), Briickner (1935), Principi
(1949), Hwang e Bickley (1961) e Philippe (1972).

Em varias espécies de insetos, como os das ordens orthoptera,
hymenoptera e hemiptera (FIORILLO et al., 2008), ha uma consideravel
diversidade em relagdo ao tamanho das diferentes partes do trato reprodutor
masculino, como, por exemplo, os testiculos, cujo comprimento e largura sdo
extremamente variados (BRESSAC, 1994; BRESSAC et al., 1994; SNOOK,
1998; JOLY et al., 2003).

O conhecimento acerca de C. externa esta restrito a estudos bioldgicos,
capacidade predatodria e otimizag@o de criagdo massal em laboratdrio e aplicagdo
em programas de controle bioldgico. Ao longo dos anos, muitos pesquisadores
contribuiram para o estudo morfolégico das estruturas reprodutivas de diversas
espécies da familia Chrysopidae, como Chrysoperla carnea Stephen e Chrysopa
septempunctata Wesmael (PRINCIPI, 1949), Chrysopa oculata Say (HWANG;
BICKLEY, 1961) e Chrysopa perla Linnaeus (PHILIPPE, 1972). No entanto,
ocorre caréncia de informagoes sobre a morfologia interna, dados anatémicos e
histologicos em C. externa.

Tendo em vista a importancia dos crisopideos na regulacdo natural de
artropodes fitofagos e a caréncia de conhecimento da sua morfologia
reprodutiva, o presente trabalho foi realizado com os objetivos de descrever,
ilustrar e mensurar os 6rgaos internos de reproducdo de machos e fémeas de C.
externa, comparando-se espécimes virgens e acasalados, visando fornecer
descricdes detalhadas que podem ser utilizadas como referéncia em estudos

dessa espécie de crisopideo.
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2 MATERIAL E METODOS

Os espécimes da geragdo F3 de C. externa utilizados nos experimentos
eram provenientes da criacdo de manutencdo existente no Laboratorio de
Biologia de Insetos da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras,
MG, onde sdo mantidos em sala climatizada a 251 °C, UR de 70% e fotofase
de 12 horas. Nessa criagdo, os adultos sdo alimentados com 1évedo de cerveja e
mel (propor¢do 1:1) e mantidos em recipientes cilindricos de PVC de 20 cm de
altura x 20 cm de diametro, revestidos internamente por papel filtro branco. A
parte superior ¢ vedada com filme de PVC laminado e a inferior ¢ apoiada em
uma bandeja plastica forrada com papel toalha branco, conforme metodologia

sugerida por Freitas (2001).

2.1 Obtencao dos aparelhos reprodutores

2.1.1 Adultos virgens

Adultos de C. externa recém-emergidos foram separados por sexo, sendo
machos e fémeas mantidos individualizados (para que nao ocorresse a copula)
em tubos de vidro com fundo chato de 2,5 cm de didmetro x 8,0 cm de altura,
vedados na parte superior com PVC laminado. Foram alimentados com dieta
composta de levedo de cerveja e mel, na proporgdo 1:1 e a agua, servida em um
chumacgo de algodao umedecido. Os insetos foram dissecados diariamente com
auxilio de microtesoura, pincéis finos e pingas em solugdo fisiologica sob
microscopio estereoscopico para a obtengao da descrigdo do crescimento de seus

6rgaos reprodutivos.
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2.1.2 Adultos acasalados

Em recipientes cilindricos de PVC de 10 cm de altura x 10 cm de
diametro, semelhantes aqueles usados para a criacdo de manutencdo e nas
mesmas condic¢des descritas, foram acondicionados machos e fémeas (propor¢ao
19: 1) recém-emergidos (24 horas), para a ocorréncia do acasalamento. Foi
mantido um casal por recipiente, até que atingissem maturidade sexual (5 dias)
e, posteriormente, foram dissecados, durante o periodo de 30 dias consecutivos.

Foi realizada a comparacdo da morfometria do aparelho reprodutor dos
insetos enquanto virgens e na fase pds-copula, com a finalidade de avaliar

possiveis variagdes morfologicas.

2.2 Morfologia e morfometria dos aparelhos reprodutores

O experimento consistiu em dois tratamentos (virgens e acasalados).
Foram utilizados 150 machos e 150 fémeas por tratamento. A dissecagdo foi
realizada sob microscopio estereoscopico, utilizando-se de material proprio para
esse tipo de procedimento, como pingas, microtesoura, estiletes e pincéis finos.
Os aparelhos reprodutores retirados foram armazenados em tubos de
microcentrifugacdo de 1,5 mL imersos em solugdo fixadora Zamboni
(paraformaldeido 4% e acido picrico 0,4% em tampdo fosfato) (STEFANINI et
al., 1967).

Tanto a contagem do niimero de ovariolos e ovdcitos como a medida da
area dos ovarios, comprimento dos testiculos, area das glandulas acessorias e
vesicula seminal foram feitas nos 300 insetos que compunham os dois
tratamentos. O comprimento dos ovocitos maduros e imaturos e os niimeros de
ovocitos/ovariolo (direito e esquerdo) e de ovariolos/ovario, bem como

descri¢des anatdmicas e das caracteristicas morfoldgicas dos testiculos de C.
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externa, foram quantificados com auxilio do programa Leica Application Suite
(version 3.7.0). Para a descricdo dos caracteres das genitalias, adotou-se a
terminologia de Tjeder (1954, 1956), que nomeou as partes de acordo com a
estrutura e ndo quanto a origem. A terminologia utilizada para caracterizar as
estruturas internas foi a de Snodgrass (1935) e Principi (1949).

Para andlise estatistica, a normalidade dos dados foi verificada por meio
do teste de Shapiro-Wilk. Entretanto, os dados ndo atenderam a pressuposicio
de normalidade. Assim, foi empregado o teste ndo paramétrico de Kruskall-
Walis. Em seguida, optou-se por realizar analise descritiva, sendo os dados
expressos em box plot. Todas as analises foram realizadas empregando-se o

software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).

2.3 Preparacao das amostras para analise histologica

Logo apods a dissecagdo, os ovarios foram mergulhados em solugdo
fixadora Zamboni (STEFANINI et al, 1967). Apdés a fixagdo, foram
desidratados em concentragdes crescentes de acetona (1x — 30%, 50%, 70% e
90%, 3x — 100%, 10 min/cada). Na sequéncia, o material foi infiltrado em
solucdo de inclusdo Leica Historesin® e mantidos a temperatura ambiente, por
48 horas, para a polimerizagdo do substrato e o endurecimento dos blocos.

Foram cortadas sec¢des dos blocos com 5 um de espessura em
ultramicrotomo Leica Ultracut UCT e realizada a montagem de laminas.
Posteriormente, as laminas foram submetidas a rotina de coloracdo com
hematoxilina e eosina. Apos a colorag@o, os cortes foram rapidamente lavados
em agua destilada, a fim de se retirar o excesso de corante, para posterior
secagem, a 60 °C, por 20 minutos. Os cortes foram analisados em microscopio
equipado com camera fotografica e as imagens capturadas para posterior analise

e descricdo dos resultados (LEMOS et al., 2005).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Machos

Descricao morfoldgica. O aparelho reprodutor masculino de C. externa
esta localizado na porg¢do superior, acima das glandulas acessorias, entre o sexto
e sétimo segmento abdominal (Figura 1). E constituido por um par de testiculos,
vasos deferentes, vesiculas seminais, glandulas acessorias e ducto ejaculatorio
(Figuras 2, 6).

Os testiculos, tanto dos machos virgens quanto dos acasalados,
apresentam-se alongados e torcidos, com formato espiralado, de cor amarelo-
brilhante (Figura 2), o mesmo acontecendo em C. septempunctata e C. perla
(PRINCIPI, 1949). Constitui¢ao semelhante na estrutura em espiral do testiculo
foi encontrada em outras espécies de crisopideos, como Anisochrysa ventralis

Curtis (PHILIPPE, 1972) e Ceraeochrysa claveri Navas (SCUDELER, 2009).
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Figura 1. Disposi¢do do aparelho reprodutor de machos de Chrysoperla externa
entre 0 6° e 0 7° segmentos abdominais (flecha).
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1 mm

Figura 2. Aparelho reprodutor masculino de Chrysoperla externa. AcGl = glandulas
acessorias; Ejc = ducto ejaculatorio; Gre = gonarcus; Tes = testiculos; Vsm = vesicula
seminal.

Cada testiculo é envolvido completamente por uma bainha peritoneal,
revestida por um epitélio folicular. De acordo com Canard et al. (1984), o
epitélio folicular tem varias extensdes internamente, dividindo o testiculo em
compartimentos, em que ocorre a maturagdo das células germinais.

A partir do final dos testiculos encontram-se os vasos deferentes, tubos
estreitos formados de epitélio muito fino e translicido, os quais apresentam, na
parte distal, uma regido dilatada formando a vesicula seminal (Figura 3). Os
testiculos e a vesicula seminal sdo recobertos por camadas de tecido gorduroso
de coloragdo esbranquigada que, segundo Chapman (1998), é formado por uma

massa compacta de células presente em toda a extensdo do abdome.
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1 mm

Figura 3. Detalhe dos vasos deferentes do tecido gorduroso presente ao redor dos
orgaos reprodutivos. Fb = tecido gorduroso; Vd = Vasos deferentes.

Tjeder (1936, 1954, 1956) encontrou na genitdlia interna uma
estrutura em machos de todas as familias da ordem Neuroptera; entretanto,
seu desenvolvimento ¢ variado. Esta estrutura é denominada “gonarcus” e
apresenta-se esclerotizada e de coloragdo marrom em C. externa. Constatou-
se que o gonarcus é, geralmente, situado entre o segmento anal ¢ o 9°
esternito, abaixo do reto e consiste num arco com um par de projegoes
laterais voltadas para baixo (Figura 4A, B). Essas projecdes constituem o
“entoprocessus”. O gonarcus em C. externa possui placas laterais amplas,
arqueadas, com um par de projegdes laterais finas e estreitas ¢ brago lateral

robusto (Figura 5).



vista dorsal. Grc = gonarcus; Ejc = duto ejaculatorio.

Figura 4. Gonarcus de Chrysoperla externa; A= vista ventral, B=
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Figura 5. Desenho esquematico do gonarcus de Chrysoperla externa. Ent =
entoprocessus; PL = placas laterais

Com relacdo a morfometria relacionada ao comprimento e & area dos
testiculos, area da vesicula seminal e das glandulas acessorias, verificou-se que
ndo houve diferengas significativas (P>0,05) nos orgdos reprodutivos dos
individuos virgens em relagdo aqueles que foram copulados. Os machos
possuem os comprimentos dos testiculos em média, de 0,775 mm no direito (x*=
1,55; p= 0,21), e 0,806 mm no esquerdo (xzz 2.08; p= 0,14), com area total de
0,161 (x>=1,55; p= 0,21), e 0,167 mm? (x’= 0,077; p = 0,78), respectivamente
(Figura 6).

Foram observados cinco pares de glandulas acessorias de tamanhos
variados (Figura 7), o que ndo ocorre em C. perla, que tem sete pares de
glandulas acessorias C. septempunctata com 12 glandulas (PRINCIPI, 1949) e
C. oculata, que tem um corpo glandular com lobos de variadas formas
(HWANG; BICKLEY, 1961). As glandulas acessorias, assim como os demais

orgdos do sistema reprodutivo, apresentam grande diversidade morfoldgica,
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podendo ser esféricas, ovaladas, tubulares ou, mesmo, estar ausentes, como em
algumas abelhas Meliponini (KERR, 1969; FERREIRA et al., 2004). Kubli et al.
(2003) afirmaram que as glandulas sdo responsaveis pela producdo do
espermatoforo, pela produgdo de peptideos que estimulam a atividade ovariana
apods o acasalamento, pela reducdo da receptividade da fémea para se acasalar e

possuem propriedades bactericidas.

Comprimento testiculo esquerdo Comprimento testiculo direito
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£
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Figura 6. Box plot das medidas dos 6rgéos do aparelho reprodutor, comprimento e
areas dos testiculos, area das glandulas acessorias e vesicula seminal dos insetos
virgens e acasalados.
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A area mensurada nas andlises das glandulas acessorias foi de 0,277 e
0,336 mm? (x2= 2,08; p= 0,14) e das vesiculas seminais, de 0,098 ¢ 0,218 mm?

(x*=2,77; p = 0,09), em machos virgens e copulados, respectivamente.

Figura 7. Representacdo esquematica do aparelho reprodutor de machos de
Chrysoperla externa. Tes = testiculos; Vd = vaso deferente; VS = vesicula
seminal; a-e = glandulas acessorias; Grc = gonarcus; ejc = ducto ejaculatorio.

Nas dissecagdes didrias para avaliagdo do desenvolvimento dos 6rgaos
reprodutivos, ndo foi observada diferenga estrutural ou anatémica, desde os
insetos recém-emergidos até o final das avaliagdes, que duraram 30 dias. Com
relagdo & observagdo do desenvolvimento diario do aparelho reprodutor, foi

observado que, ao terceiro dia de emergéncia, os testiculos tinham formato
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espiralado e coloragdo amarelada (Figura 8A), enquanto as glandulas acessorias,
por serem de coloracdo translucida, apresentavam dificil diferenciagdo numérica
e de suas formas. Ao sexto dia, as glandulas acessoérias sdo visiveis e a vesicula
seminal de formato circular de cor amarelo-brilhante (Figura 8B). Somente com
11 dias de emergéncia o aparelho reprodutor masculino estd completamente
desenvolvido e ndo ocorreu nenhuma mudanga visivel até o fim das avalia¢des
(Figura 8C, D).

Andlise histologica. Observou-se que os testiculos apresentavam uma
massa em espiral, envolvidos por um epitélio de revestimento (Figura 9).
Observou-se a presenga de espermatides, que consistem de espermatozoides
imaturos, antes de sofrerem transformag¢des morfofuncionais, em varios estagios
de desenvolvimento (Figura 10). Embora, no inicio da espermiogénese, as
espermatides sejam ovoides (SCHRANKEL; SCHWALM, 1974), com o
prosseguimento da mesma, notam-se um alongamento gradual de toda a célula e
a aquisicdo da forma celular alongada definitiva (DUSTIN, 1978). Foi verificada
presenca de cistos com feixes de espermatozoides e foliculos testiculares (Figura
11). As glandulas acessoérias sdo revestidas por células epiteliais e externamente
por uma camada delicada de epitélio simples. A vesicula seminal é envolta pelas
glandulas acessorias e apresentou secre¢do vesicular. Pesquisadores acreditam
que a composicdo e a viscosidade das secregdes, em conjunto, permitem o
deslocamento dos espermatozoides através do ducto da espermateca

(FLANDERS, 1939; HAPP, 1992) (Figura 12).



X M
Figura 8. Orgéos reprodutivos de machos de Chryoperla.é)aérha. A =3 dias
de emergéncia; B = 6 dias de emergéncia; C = 11 dias de emergéncia; D = 15

dias de emergéncia.
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Figura 9. Aparelho reprodutor de macho de Chrysoperla externa submetido a
técnicas histologicas. Preparagdo das amostras de testiculos coradas com
hematoxilina e eosina. (HE). Fsp = feixes de espermatozoides; Ep = epitélio
de revestimento; Tes = testiculos. Barra = 30 um.
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Figura 10. Espermatides esféricas (setas curtas) ¢ espermatides alongadas (setas
longas). Barra =30 um.

Figura 11. FT=Foliculos testiculares. Barra = 30 um.
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Figura 12. Vesicula seminal envolvida nas glandulas acessorias. Detalhe nos
formatos variados das glandulas acessoérias. CEP = células epiteliais; GA =
glandulas acessorias; VS = vesicula Seminal; SV = secre¢o vesicular. Barra
=30 pm.

3.2 Fémeas

Descricdo morfoldgica. As analises morfologicas demonstram que o
aparelho reprodutor de fémeas de C. externa esta localizado entre os segmentos
abdominais 4, 5 e 6, podendo estender-se até o 7 (Figura 13), formado por um
par de ovarios composto por ovariolos dispostos em série linear, conectados por
dois ovidutos laterais e esses a um oviduto comum e uma espermateca. Na area
basal do oviduto encontra-se a glandula coletérica (Figura 14).

Nas dissecagdes diarias realizadas para a observacdo do
desenvolvimento e do amadurecimento dos 6rgdos reprodutivos femininos, foi

constatado que, em fémeas com 24 horas de emergéncia, o aparelho reprodutor
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ndo se encontrava desenvolvido, tornando dificil a distingdo das estruturas
reprodutoras (Figura 15A). O aparelho reprodutor ocupa, ainda, uma pequena
porcdo do abdome, diferente das fémeas com idade superior. Em fémeas com
idade entre 24 ¢ 48 horas, as estruturas do aparelho reprodutor encontram-se em
fase de formagdo, sendo possivel constatar os ovarios em tamanho inferior ao
das fémeas de maior idade (Figura 15B). Entre quatro e cinco dias, os ovocitos
apresentam-se diminutos, a espermateca, por possuir estrutura esclerotizada,
apresenta coloragdo escura ¢ ja pode ser observada, e seu didmetro ¢ uniforme
em toda a sua extensdo. Isto também foi observado em Nusalala tessellata
(Gerstaecker, 1888) (Neuroptera, Hemerobiidae) (LARA; FREITAS, 2002), C.
oculata (HWANG; BICKLEY, 1961) e C. septempunctata (PRINCIPI, 1949)
(Figura 15C).

Figura 13. Disposi¢ao dos ovariolos de fémeas de Chrysoperla extérna,
entre 0 4° e 0 7° segmentos abdominais.
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Figural4. Representagdo esquematica do aparelho reprodutor feminino de
Chrysoperla externa. TF = filamento terminal; Grm = germario; Ovl =
ovariolo; Vtl = vitelario; Odl = oviduto lateral; Spt = espermateca; CGl =
glandula coletérica.

Com seis (Figura 15D) e onze dias de idade (Figura 15E), as fémeas
possuem um numero reduzido de ovocitos; as estruturas dos ovarios apresentam
coloragdo mais clara, diferente da tonalidade verde-brilhante que ocorre nos
ovariolos completamente formados e ocupa, ainda, um numero menor de

segmentos abdominais, em comparagdo as fémeas mais velhas.
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Figura 15. Desenvolvimento do aparelho reprodutor feminino de Chrysora
externa acasalada em fungdo da idade do adulto. A:12 horas apds a emergéncia;
B:Entre 24 ¢ 48 horas; C: 5 dias; D: 6 dias; E: 11 dias; F: a partir de 15 dias.

A partir do 15° dia apds a emergéncia, o aparelho reprodutor forma-se
por completo, os ovariolos apresentam-se organizados num filamento terminal

na cavidade abdominal, o nimero de ovocitos aumenta acentuadamente e os
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ovocitos amadurecidos sdo preparados para serem expelidos na postura. Os
ovarios tornam-se de coloragdo verde-brilhante (Figura 15F).

Os orgdos do aparelho reprodutivo das fémeas sexualmente maduras de
C. externa sao bem desenvolvidos, tornam-se aumentados e ocupam a maior
parte da cavidade abdominal, localizando-se entre os segmentos abdominais 4, 5
e 6, podendo estender-se até o 7.

Foram observadas diferengas acentuadas quanto a maturagdo dos ovarios
de fémeas virgens e copuladas. Fémeas virgens mantiveram o aspecto imaturo
dos ovarios, enquanto fémeas acasaladas apresentaram rapido desenvolvimento
e maturagdo de seus ovarios. Na comparacao do desenvolvimento das estruturas
reprodutivas das fémeas virgens em relacdo as acasaladas, o desenvolvimento
em fémeas virgens ¢ mais lento, as estruturas do aparelho reprodutor sdo
menores, de coloragdo mais clara ¢ o nimero de ovocitos reduzido, ocorrendo
dificuldade de diferenciacdo dos ovariolos. Resultado semelhante foi observado
por Dossi e Consoli (2010), em fémeas de Diaphorina citri Kuwayama, 1908
(Hemiptera: Psyllidae), em que o desenvolvimento ovariano ocorreu apods
sucessivas copulas. Segundo Martins e Serrdo (2004), a auséncia da copula afeta
a formagdo dos ovarios de Melipona quadrifasciata anthidioides (Lepeletier,
1836) (Hymenoptera: Apidae), o que também foi constatado por Patricio e Cruz-
Landim (2002), em rainhas virgens de Apis mellifera com 12-16 dias de idade,
que apresentaram os ovariolos ndo completamente desenvolvidos.

As fémeas de C. externa sdo sinovigénicas, pois apenas uma parte de
seus ovocitos estd desenvolvida apds a emergéncia. Uma fonte comum de
nutrientes utilizada por fémeas sinovigénicas ¢ o fluido seminal produzido pelo
macho (FRIEDEL; GILLOTT, 1977; HAYASHI; KAMIMURA, 2002). Assim,
além do papel de estimulagdo hormonal que a copula pode apresentar, a

transferéncia dos fluidos da vesicula seminal do macho no processo de copula
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pode representar uma fonte essencial de nutrientes para o desenvolvimento do
aparelho reprodutor (WHEELER, 1996; GILLOTT, 2003).

Os ovarios de C. externa sdo assimétricos, apresentando nimero variado
de ovariolos, sendo encontrados entre 9 e 11 ovariolos por ovério, totalizando,
em média, 20 ovariolos ¢ raramente se encontra 0 mesmo numero de ovariolos
nos ovarios direito ¢ esquerdo. Estes se encontram repletos de ovoécitos em
diferentes estagios de formagdo e maturagdo. Os ovocitos mais desenvolvidos
estdo presentes na regido basal dos ovariolos e mais distantes da regido do apice,
onde se localiza o germario (Figura 16). O nimero do ovariolos varia de acordo
com as espécies e, até mesmo, entre individuos da mesma espécie.
Normalmente, sdo encontrados de 8 a 12, por exemplo, em C. perla e C. carnea
(CANARD et al., 1984), sendo que, em C. septempunctata, Principi (1949)
encontrou cerca de 20 ovariolos, com um niimero maximo de 24. De acordo com
Chapman (1998), o ntimero de ovariolos por ovario varia em fun¢do da ordem e
da espécie em que o inseto se encontra. Em alguns casos, pode ser encontrado
apenas um ovariolo, como em espécies de Coleoptera, a mais de mil ovariolos
em um ovario, em rainhas de térmitas (NIJHOUT, 1994)

As fémeas acasaladas apresentaram, em média, 30,46+0,70 ovocitos nos
ovarios, enquanto as virgens tém 17,334+0,70 na mesma idade. Em relagdo as
analises dos ovocitos, os que se apresentavam maduros tinham 0,634+0,024 mm
de comprimento, enquanto as fémeas em fase de maturacdo tinham, em média,
de 0,249+0,093 mm de comprimento. Esse dado corrobora a afirmagéo de que o
aparelho reprodutivo das fémeas copuladas ocupa uma maior por¢do do abdome
em relag@o as virgens, uma vez que seus ovocitos podem triplicar de tamanho da

fase de maturagdo, até seu desenvolvimento completo.
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Figura 16. Aparelho reprodutor feminino de C. externa. Ovl = ovariolo;
Oo(im) = ovoécito imaturo; Oo(m) = ovdcito maduro; SDg = sistema
digestivo. Barra=1 mm

Observa-se a presenca de uma Unica e bem desenvolvida glandula
coletérica sob a forma de um saco alongado, na parte inferior dos ovarios. Essa ¢
forrada por uma camada denominada intima e se estende até a abertura da
camara genital (Figura 17), estruturas essas também relatadas por Principi

(1949) em C. septempunctata e por Hawng, Bickley (1961), em C. oculata.
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Figura 17. Aparelho reprodutor feminino de C. externa. Oo(m) = ovocito maduro;
Oo(im) = ovdcito imaturo; SDg = sistema digestivo; Spt = espermateca; Cgl =
glandula coletérica. Barra =1 mm

Das estruturas do aparelho reprodutor, apenas a espermateca ¢
regularmente descrita em estudos taxondmicos. Em C. externa ¢ uma estrutura
pigmentada, esclerotizada, circular e achatada dorso-ventralmente ¢ tem uma
concavidade na sua face ventral, denominada, por Tjeder (1956), de impressdo
ventral (Figura 18). A espermateca tem comprimento médio de 0,285+0,039 mm

e diametro médio de 0,020+0,003 mm?.
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Figura 18. Detalhe da espermateca de Chrysoperla externa. Spt =
espermateca; Vi = impressdo ventral

Andlise histoldgica. Estudos histologicos demonstraram que os ovarios
de C. externa sdo do tipo meroistico politrofico, sendo cada ovario envolvido
por células epiteliais e por uma capa muscular, a membrana peritoneal
(Figural9A). Como caracteristica do tipo de ovario meroistico politrofico,
ocorre a presenga de células nutridoras associadas a cada ovdcito
(SNODGRASS, 1956; CHAPMAN, 1998). Os ovdcitos sdo envolvidos por
camada unica e delgada de células foliculares e possuem nticleos de diferentes
formatos, como “meia-lua” e arredondados (Figura 19B). A parte apical de cada
ovariolo ¢ formada por uma regido denominada germario, na qual se encontram
células em processo de diferenciagdo celular (Figura 19C). Quando os ovocitos
se encontram proximo a regido do germario (Figura 19D), em fase inicial de
desenvolvimento, as células foliculares se apresentam de forma achatada e

condensada, e a coloracdo ¢ mais clara. A medida que os ovocitos desenvolvem-
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se, essas células vao se tornando cubicas e menos compactadas, e sua coloragdo
escurece, tornando-se mais visivel a diferenciagdo das estruturas. Com o
desenvolvimento dos ovocitos, eles descem pelo ovariolo em dire¢ao ao calice,
aumentando de volume e promovendo o processo de vitelogénese.

Também pode ser notada, nas sec¢des histoldgicas, a presenga do corion
j& completamente desenvolvido (processo de coriogénese), bem como a presenga

de vitelo no seu interior (Figura 19E).
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Figura 19. Seccdo histologica longitudinal dos ovarios de Chrysoperla externa. A)
Detalhes da estrutura dos ovdcitos. B) Ovoécito em estado completo de desenvolvimento,
detalhe no nucleo em formato de “meia-lua”. C) Ovariolo com ovdcitos em arranjo
linear e em diferentes estagios de desenvolvimento, detalhe do nucleo em formato
cubico. D) Regido do germario. E) Detalhes das células foliculares em diferentes
estagios de desenvolvimento. CN = células nutridoras; CF = células foliculares; MP =
membrana peritoneal; Oo = ovocito; VI = vitelo, Nu = nticleo do ovocito; N = nucleo
das células foliculares, Gr = germdrio; V = vacuolo; Co = cérion. Barra = 30 pm.

A espermateca de C. externa é uma bolsa de forma arredondada, ligada
ao oviduto comum pelo ducto da espermateca. Sua parede € constituida de um
epitélio delgado revestido por cuticula. Externamente, ha uma camada muscular
que se apresenta bem desenvolvida na jungdo com o receptaculo da espemateca

(Figura 20).

Figura 20. Seccdo longitudinal da espermateca, demonstrando camada epitelial
fortemente esclerotizada. FM = tecido muscular; Ep = epitélio; CF = células
foliculares; DtE = ducto da espermateca. Barra = 30 um.
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4. CONCLUSAO

Nao ocorre diferenga entre o desenvolvimento do aparelho reprodutor de
machos virgens e copulados de C. externa.

O aparelho reprodutor das fémeas acasaladas amadurece em menor
tempo em relagdo ao das fémeas virgens.

Fémeas de C. externa apresentam modificagdes morfologicas no
aparelho reprodutor, ao longo do processo de maturagao sexual.

A copula influencia a maturagdo do aparelho reprodutor das fémeas de

C. externa.
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RESUMO

Dentre os crisopideos, Chrysoperla externa ¢ comumente encontrada na
regido neotropical, ocorrendo em varias culturas de interesse econdmico. Apesar
da acdo de inimigos naturais, o controle de pragas ainda ¢ dependente do uso de
inseticidas ¢ as aplicagdes de compostos de largo espectro de agdo podem
reduzir populagdes de inimigos naturais. Por isso faz-se necessaria a utilizagdo
de produtos que sejam seletivos aos insetos benéficos. O presente trabalho foi
realizado com a finalidade de avaliar possiveis impactos do uso de dose subletais
do inseticida thiamethoxam no aparelho reprodutor de adultos de C. externa. Por
meio de bioensaios realizados em laboratorio, foi avaliada a toxicidade das
concentragoes 160 ng i.a/uL; 120 ng i.a/puL; 80 ng i.a/uL; 40 ng i.a/uL; 20 ng
i.a/pL; 10 ng i.a/pul e 2 ng i.a/ul, por meio de aplicagdo topica. Os insetos
provenientes deste tratamento foram dissecados diariamente, durante 15 dias
consecutivos. O tratamento que ocasionou menor quantidade de ovos foi o de 10
ng i.a/pul. Os insetos tratados com thiamethoxam ndo apresentaram diferencas
significativas nas estruturas reprodutoras em relagdo aos ndo tratados. A
singularidade que pode ser observada nos tratamentos foi a presenca de uma
camada espessa de tecido gorduroso, de coloragdo esbranquicada nos insetos
tratados.
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ABSTRACT

Among the lacewings, Chrysoperla externa is commonly found in the
Neotropical region, occurring in various crops of economic interest. Pest control
is still dependent on the use of insecticides; As the application of broad spectrum
compounds of action may reduce populations of natural enemies is necessary to
use products that are selective to beneficial insects. This study aimed to evaluate
possible impacts of using sublethal doses of thiamethoxam in reproductive tract
of adult C. externa. By bioassays in laboratory was evaluated toxicity of the
concentrations 160 ng i.a/puL; 120 ng i.a/pL; 80 ng i.a/puL; 40 ng i.a/uL; 20 ng
i.a/ul; 10 ng i.a/uL e 2 ng i.a/uL, by topical application. The insects from this
treatment were dissected daily for 15 consecutive days. The treatment resulted in
fewer eggs was 10 ng i.a/uL. The insects treated with thiamethoxam showed no
significant differences in reproductive structures in relation to untreated. The
singularity in the treatments was the presence of a thick layer of white fat tissue
in the treated insects.
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1 INTRODUCAO

Os insetos pertencentes a familia Chrysopidae tém tido importante
atuacdo no equilibrio e na regulacdo de densidades populacionais de muitos
artropodes-praga. Dentre os crisopideos, Chrysoperla externa (Hagen, 1861)
(Neuroptera: Chrysopidae) é comumente encontrada na regido neotropical,
ocorrendo em varias culturas de interesse econdomico (CARVALHO; SOUZA,
2000).

Esse predador ¢ um inseto polifago e é frequentemente encontrado em
diversos agroecossistemas (DE BORTOLI et al., 2006), constituindo um
importante inimigo natural de 4caros, cochonilhas, pulgdes e ovos de
lepidopteros e muitos outros tipos de presas (FREITAS, 2002).

Apesar da agdo de inimigos naturais, o controle de pragas ainda ¢
dependente do uso de inseticidas, devido a uma série de fatores, como, por
exemplo, o efeito imediato. Entretanto, aplica¢cdes de compostos de largo
espectro de acdo e de forma intensa podem reduzir populagdes de inimigos
naturais, além de contaminar o ambiente (FRAGOSO et al., 2002; REIS et al.,
2002).

Dentre os inseticidas, o neonicotinoide thiamethoxam vem sendo
utilizado em diversas culturas, como café, algodao e cana-de-agticar (BOINA et
al., 2009) e alcangando sucesso no controle de pragas, como o bicho-mineiro
Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville, 1842) (DIEZ-RODRIGUEZ, 2006;
SOUZA et al., 2006), a cochonilha-da-raiz Dysmicoccus texensis (Tinsley, 1900)
(SOUZA et al., 2007) e a cigarrinha Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854)
(DINARDO-MIRANDA et al.,, 2000; 2002; GONCALVES et al., 2003).
Entretanto, tem, como desvantagem, efeito negativo sobre inimigos naturais,
como C. externa, ja que esse predador tem ocorréncia em muitas dessas culturas

(DE BORTOLI et al., 2006).
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Uma vez que o uso de produtos fitossanitarios ainda ¢ o método de
controle de pragas mais utilizado nas culturas, faz-se necessaria a utilizacao de
produtos que sejam seletivos aos insetos benéficos, entre os quais se incluem os
inimigos naturais das pragas, para que assim o manejo integrado de pragas
(MIP) seja viabilizado (CARVALHO, 2002).

Trabalhos de seletividade com thiamethoxam em C. externa foram
realizados para frutiferas, como macieira (MOURA et al.,, 2009), citros
(GODOY et al., 2004) e péssego (CASTILHOS et al., 2011), porém, ndo se tem
conhecimento a respeito dos efeitos subletais do inseticida thiamethoxam nesse
inseto.

Os inseticidas s3o capazes de ocasionar ndo s6 a mortalidade em
organismos benéficos, a qual ¢ facilmente avaliada em testes de toxicidade
aguda, mas também muitos efeitos subletais que ndo devem ser desprezados. Os
efeitos subletais podem ser causados pela absor¢do de residuos, contato direto
com goticulas de inseticidas durante os tratamentos, ingestdo de plantas
contaminadas ou transferéncia na cadeia alimentar e ¢ importante que esses
efeitos sejam avaliados (DESNEUX et al., 2007).

As pesquisas mais recentes com C. externa abrangem parametros
biolégicos (BEZERRA et al., 2006; CORRALES; CAMPOS, 2004), potencial
reprodutivo (ANGELINI; FREITAS, 2006; MACEDO, 2003; PESSOA;
FREITAS, 2008), estratégias e capacidade de oviposicdo, adequacdo de
temperaturas e dietas de criacdo massal (LAVAGNINI; FREITAS, 2008;
OLIVEIRA, 2010; PESSOA et al., 2010).

Tém sido realizadas pesquisas relacionadas a morfologia externa de
adulto, da genitalia de machos e fémeas de C. externa para fins taxondmicos
e/ou filogenéticos (ASPOK, 2008; FREITAS, 2003; TAUBER et al., 2011), e o
impacto de inseticidas em laboratorio tem sido igualmente conduzido

(CASTILHOS et al.,, 2011; CARVALHO et al., 2002; GODOY, 2010; VOGT,
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2000). Entretanto, apesar da importancia desse predador, avaliagdes de possiveis
modificagcdes ocorridas no aparelho reprodutor desta espécie em funcdo da
aplicacdo de inseticidas ndo sdo, ainda, conhecidas.

Em consequéncia da alta gama de trabalhos sobre efeitos de doses letais
de inseticidas em C. externa, fazem-se necessarios estudos sobre alteragdes de
doses subletais nos pardmetros bioldgicos e reprodutivos deste predador, a fim
de gerar subsidios para a utilizagdo do mesmo em programas de manejo
integrado de pragas. Dessa forma, o presente trabalho teve como finalidade a
avaliacdo de possiveis impactos do uso de dose subletais do inseticida

thiamethoxam no aparelho reprodutor de adultos de C. externa.

2 MATERIAL E METODOS

Os insetos utilizados nos bioensaios (geragdo F3) eram provenientes da
criacdo de manutencdo estabelecida no laboratério de Biologia de Insetos da
Universidade Federal de Lavras, sob temperatura de 25+1 °C, umidade relativa
70£10% e fotofase 14 horas, conforme descrito por Carvalho e Souza (2000) e
Vogt et al. (2000).

O experimento foi dividido em trés fases: primeiramente, foi realizado
um ensaio de toxicidade, a fim de estabelecer a concentragdo que causava
mortalidade (DLsy) para adultos de C. externa, A determinagdo das
concentragdes foi feita por meio da diluigdo de uma solucdo estoque composta
do inseticida thiamethoxam técnico (92,5% pureza), obtido na Syngenta
CropProtection (Brasil), com acetona (propor¢do Smg:5mL). As concentra¢des
utilizadas foram 160 ng i.a/pL; 120 ng i.a/uL; 80 ng i.a/pL; 40 ng i.a/uL; 20 ng
i.a/puL; 10 ng i.a/uL e 2 ng i.a/pL. O bioensaio foi realizado por meio de

aplicagdo topica com auxilio de uma microsseringa de 5 pL, em que uma
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aliquota de 0,5 puL de solugdo inseticida em cada uma das concentragdes foi
aplicada na regido dorsal dos insetos. Cada tratamento foi composto por 45
adultos, sendo 15 adultos em cada uma das 3 repeti¢cdes. Os tratamentos foram
avaliados por 72 horas e o nimero de mortos contabilizado e submetido a
analises estatisticas, a fim de determinar as doses subletais.

As concentragdes utilizadas nos ensaios de intoxicacdo dos adultos com
o inseticida thiamethoxam foram de 10 ng i.a/puL e 2 ng i.a/uL. A segunda fase
consistiu na observagdo da inflluéncia das doses subletais 10 ng i.a/uL e 2 ng
i.a/uL na producdo de ovos. Foram utilizados adultos com 15 dias de
emergéncia, pois, nesse periodo, os mesmos se encontram com os aparelhos
reprodutores completamente desenvolvidos e as fémeas no periodo efetivo de
oviposicdo. O bioensaio foi composto por trés tratamentos, sendo duas
concentragdes de thiamethoxam 10 ng i.a/puL (T10) e 2 ng i.a/uL (T2) e uma
testemunha negativa (ausé€ncia de inseticida).

Os insetos adultos foram separados em casais ¢ distribuidos na
propor¢ao de um casal por gaiola de PVC de 10 cm de diametro x 10 cm de
altura, revestidas internamente com papel filtro, tendo as bases superior e
inferior sido vedadas com filme laminado e as superiores, fechadas com tecido
tipo “voile”. Os insetos foram alimentados com dieta constituida de 1évedo de
cerveja e mel (1:1), conforme metodologia de Freitas (2001). Foram utilizados
30 casais, 10 em cada um dos 3 tratamentos. Cada tratamento foi composto por
10 repetigdes. Durante 15 dias consecutivos, efetuou-se a contagem dos ovos
depositados, determinando-se sua média diaria de oviposigao.

Os dados referentes a oviposi¢do foram submetidos a analise para o
desenvolvimento de modelos, por meio do programa estatistico R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011) e analisados utilizando-se distribui¢do
de Poisson com funcdo de ligacdo “log”. As curvas de oviposi¢do obtidas para

cada tratamento foram separadas pelo teste de contraste.
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Na ultima e terceira fase testou-se a concentracdo que demonstrou
diferenga significativa no indice de oviposi¢do, em relagdo aos insetos do
tratamento controle. Em 15 gaiolas idénticas aquelas utilizadas na segunda fase
experimental e nas mesmas condi¢des descritas, foram acondicionados 10
insetos por recipiente (53:5%), totalizando 150 insetos. Foi realizada a aplicagio
topica com auxilio de uma microsseringa de 5 pL, em que uma aliquota de 0,5
pL de solugdo inseticida da concentragdo foi aplicada na regido dorsal do inseto.
As dissecacdes foram realizadas por 15 dias consecutivos, e em cada uma das
gaiolas contendo os 5 casais a dissecagdo era feita a cada 24 horas.

A dissecagdo foi realizada sob microscopio estereoscopico acoplado a
um sistema de automontagem. Os aparelhos reprodutores retirados foram
armazenados em tubos de microcentrifugacdo de 1,5 mL, imersos em solucao
fixadora Zamboni (paraformaldeido 4% e 4acido picrico 0,4% em tampao
fosfato) (STEFANINI et al., 1967), para uma necessidade eventual de futuras
pesquisas histologicas e/ou celulares.

Fez-se a contagem do niimero de ovdcitos, bem como foram medidos o
comprimento dos testiculos e a area das glandulas acessorias, além da vesicula
seminal em todos os individuos do tratamento em que ocorreu menor produgo
de ovos. O comprimento dos ovdcitos maduros e imaturos de C. externa foi
mensurado com auxilio do programa Leica Application Suite, (version 3.7.0).
Foram realizadas as descricdes anatomicas e das caracteristicas morfologicas
dos 6rgdos reprodutivos dos insetos.

Para analise estatistica, a normalidade dos dados foi verificada por meio
do teste de Shapiro-Wilk. Entretanto, os dados ndo atenderam a pressuposicio
de normalidade. Assim, foi empregado o teste ndo paramétrico de Kruskall-
Walis. Em seguida, optou-se por realizar analise descritiva, sendo os dados
expressos em box plot. Todas as analises foram realizadas empregando-se o

software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Producdo de ovos. Nos resultados referentes a capacidade de
oviposicdo, a producdo total de ovos no periodo de avaliagdo foi
significativamente maior no controle, com média de 12,2 ovos/dia. O tratamento
que ocasionou menor quantidade de ovos foi o tratamento 10 ng i.a/uL (T10)
(Figura 1), com média de 3,47 ovos/dia, ndo ultrapassando o niimero de 14
ovos/dia durante a avaliagdo. Os resultados do presente experimento corrobaram
os encontrados por Godoy et al. (2010), para adultos de C. externa submetidos a
doses de milbemectina 700 WG, 0,07 e imididacloprido 50 CE, 0,008, em
concentragdes recomendadas pelos fabricantes, cujo principio ativo pertence ao
mesmo grupo quimico do thiamethoxam (neonicotinoide), tendo os produtos
interferido no numero de ovos/dia. Tem sido relatada a diminui¢do na
capacidade de oviposi¢do de C. externa submetido a tratamentos com diversos
inseticidas (GODOY et al., 2004; MOURA et al., 2009), entretanto, ha caréncia
de resultados sobre a utilizacdo de doses subletais em C. externa.

Vilela (2009), utilizando compostos de diferentes grupos quimicos,
como fenpropatrina 0,15 g i.a./L, enxofre 4,0 g i.a./L e abamectina 0,0067 g
1.a./L, verificou que eles causaram redug¢do no numero de ovos/fémea/dia em C.
externa, apresentando médias que variaram de 8,9 a 10,3 ovos/dia.

Resultados obtidos por Moura et al. (2010) diferem dos obtidos no
presente trabalho, em que a capacidade de oviposicdo de C. externa nao foi
reduzida com aplicagdo de triclorfon, enxofre ou abamectina. Essa diferenca
pode ser explicada pelo tipo de inseticida empregado, os quais pertencem a
diferentes grupos quimicos e apresentam modo de ag@o diferente dos

neonicotinoides.
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Figura 1. Namero médio de ovos produzidos por Chrysoperla externa
submetidos a tratamentos com duas concentragdes subletais de

thimathoxam.

Em virtude da alta porcentagem de mortalidade de adultos de
crisopideos demonstrada em alguns trabalhos, alguns pesquisadores nao
realizaram avaliagoes de fertilidade, pois os inseticidas imidacloprido e
thiamethoxam (mesmo grupo quimico) ocasionaram 100% de mortalidade
(BUENO; FREITAS, 2003; ROCHA, 2008). O thiamethoxam é muito toxico a
adultos de Ceraeochrysa cubana (Neuroptera: Chrysopidae), com 100% de

mortalidade em apenas um dia ap6s pulverizagdo sobre os insetos (GODOY et

al., 2010).

\

Caracteristicas morfoldgicas. Com relagdo a morfologia, os machos

tratados com thiamethoxam apresentaram similaridade nos orgaos reprodutivos
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dos individuos em todos os 14 dias de avaliagdo. Os testiculos apresentam
formato espiralado, o comprimento foi de 0,835 mm no esquerdo (x*= 24,42; p =
0,02), e 0,844 mm no direito (x2: 30,94; p = 0,003), com area total de 0,162
mm? (x’= 26,47; p = 0,01), ¢ 0,167 mm? (x°=29,11; p = 0,006), respectivamente.
Os testiculos e a vesicula seminal apresentam cor amarela, ocorrem glandulas
acessorias de coloragdo esbranquicada, ndo ocorrendo diferenca aparente em
relagdo aos dias de avaliagdo. A area mensurada nas analises das glandulas
acessorias foi de 0,344 mm? (x2= 22,19; p = 0,05), e das vesiculas seminais,
0,107 mm? (x*= 23,55; p = 0,03), respectivamente (Figura 2).

A diferenga que pode ser observada nos tratamentos foi a presenca de
uma camada densa de tecido gorduroso, de colora¢do esbranquicada, nos
machos tratados com thiamethoxam, formada, possivelmente, de uma massa

compacta de células, conforme relatado com Chapman (1998) (Figura 3).
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Figura 2. Figura 6. Box plot das medidas dos 6rgdos do aparelho reprodutor:
comprimento e areas dos testiculos, area das glandulas acessorias e vesicula
seminal dos insetos tratatos com thiamethoxam e avaliados durante 14 dias
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Figura 3. Diferenca do tecido gorduroso presente em machos de Chrysoperla
externa tratados com thimathoxam. A= machos ndo tratados; B = machos
tratados. TG = tecido gorduroso; (*) = glandulas acessorias. Barra de 0,5 mm.
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Em relagdo as caracteristicas morfologicas das fémeas, ndo foi
observada diferenga entre os tratamentos. Os ovocitos imaturos variaram, em
média, de 0,192+0,02 mm e 0,324+0,02 mm de comprimento, enquanto o0s
maduros entre de 0,662+0,09 mm e 0,7894+0,09 mm. Durante o periodo de
avaliagdo dos orgdos do aparelho reprodutor das fémeas, os ovariolos
apresentaram coloragdo verde e ovdcitos em diferentes estagios de maturagao.
Com relagdo ao numero total de ovdcitos presentes nos ovarios, nas fémeas
apresentaram 30,6+0,7 ovos/fémea.

Durante o periodo de avaliacdo, em que foram realizadas as dissecacdes
diarias, ndo foi observada diferenga estrutural ou de coloragdo no aparelho
reprodutor de fémeas de C. externa. Entretanto, foi observada uma quantidade
maior de tecido gorduroso e a coloracdo da substincia apresentou-se
diferenciada, de cor branca em vez de translicida e aparentando consisténcia
viscosa. Em algumas das fémeas dissecadas, a camada gordurosa apresentou-se
tdo espessa que dificultou consideravelmente a contagem de ovocitos e a
observacao de estruturas anatomicas (Figura 4A, B).

Uma hipdtese que poderia explicar o aumento no tecido gorduroso seria
as modificagdes metabolicas provocadas pelas doses subletais de produtos
quimicos, ocasionando uma atividade fisiolégica modificada frente ao inseticida.
A degradagdo do inseticida pode ocorrer por varios processos metabdlicos, nos
quais o principio ativo do produto é convertido em uma forma nfo tdxica ou,
mesmo, eliminado rapidamente do corpo do inseto (FUKUTO; MALLIPUDI,
1983)

Absorcao de doses subletais de inseticida implica em trocas na alocacao
de fontes entre diferentes processos fisiolégicos com incremento ou diminui¢do
de um deles, como a reproducdo (SIBLY; CALOW, 1986). Este fator pode

esclarecer a relagdo entre o numero alto de ovocitos maduros presentes no
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aparelho reprodutor das fémeas tratadas com thimethoxam e o numero inferior
de oviposi¢Oes, uma vez que, realizadas copulas, os ovocitos maturam e tornam-
se prontos para oviposi¢ao, ocorrendo a probabilidade de que as fémeas tenham
desviado energia para se detoxificar.

Considerando que todos os processos bioldgicos sdo atividades que
requerem energia ¢ a energia ¢ limitante, é esperado que haja balangos
energéticos entre os processos fisiologicos. Assim sendo, a energia utilizada para
o processo de detoxificagdo diminui a energia disponivel para suprir os outros,

como a oviposi¢do (CALOW; SIBLY, 1990).



Figura 4. Tecido gorduroso presente em fémeas de Chrysoperla externa. A =
fémeas nio tratadas; B = fémeas tratadas. TG= tecido gorduroso.
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E importante salientar que esta hipotese deve ser estudada mais
profundamente, a fim de estabelecer informagdes que auxiliem no entendimento
dos efeitos de doses subletais de determinados inseticidas em inimigos naturais,
como C. externa. De todos os trabalhos consultados envolvendo inseticida com
esta espécie, ndo foram estudadas modificacdes metabolicas ou nos sistemas
enzimaticos envolvidos nos mecanismos de resisténcia, sendo estes detalhes
pouco estudados em pesquisas desta natureza. Porém, estudos deste tipo sdo
imprescindiveis, pois podem resultar em importante informag@o para o manejo

integrado de pragas.

4 CONCLUSAO

O inseticida thiamethoxam, na subdose 10 ng i.a/uL, ocasiona
diminuicao do indice de oviposi¢do de C. externa.

O thiamethoxam ndo provoca mudangas estruturais nos aparelhos
reprodutores de machos e fémeas de C. externa.

O numero médio de ovocitos ndo difere em relagdo aos dias de
avaliagdo.

Os insetos apresentam um acumulo de tecido gorduroso abdominal,

demonstrando modificag¢do nos processos fisiologicos.
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