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E ndo somente isso, mas também nos gloriamos nas proprias tribulagoes,
sabendo que a tribulacdo produz perseveranga;

e a perseveranga, experiéncia, e a experiéncia, esperangd.

Romanos 5:3-4
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RESUMO

Devido ao uso indiscriminado de inseticidas de largo espectro na producdo agricola e a
vulnerabilidade dos inimigos naturais a este tipo de exposicdo, efeitos colaterais podem afetar
a funcdo bioldgica destes inimigos, tornando sua utilizagdo no controle bioldgico
impraticaveis. A busca por pesticidas mais seletivos sobre esses organismos benéficos €
necessaria, e entre as alternativas, enfatizamos o aumento do uso dos biopesticidas. Um dos
biopesticidas amplamente utilizados € o 6leo de nim (Azadirachta indica), e sua seguranca e
compatibilidade com os inimigos naturais tém sido mais esclarecidos através de estudos
ecotoxicoldgicos que verificam os efeitos da exposicao indireta através da ingestdo de presas
contaminadas. Assim, este estudo analisou a resposta das células epiteliais do meséntero de
adultos do crisopideo Ceraeochrysa claveri quando expostos por ingestdo de presa
contaminada com 6leo de nim durante a fase larval e a ocorréncia de efeitos letais e subletais
em seu desenvolvimento. Larvas de C. claveri foram alimentadas com ovos de Diatraea
saccharalis tratados com 6leo de nim nas concentracdes de 0,5%, 1% e 2% durante todo
periodo larval. Fémeas adultas obtidas a partir destes tratamentos foram utilizadas em analises
morfolégicas e ultraestruturais da resposta celular do meséntero. Além disso, parametros
biologicos também foram avaliados durante o desenvolvimento pos-embrionério. O dleo de
nim provoca efeitos citotoxicos no meséntero através de pronunciadas alteracdes, como
dilatacdo celular, perda da integridade do cértex celular, cisternas dilatadas do reticulo
endoplasmatico rugoso, mitocéndrias inchadas, Complexo de Golgi com aparéncia vesiculada
e invaginacOes dilatadas no labirinto basal. As células epiteliais responderam a essas lesdes
por diferentes mecanismos citoprotetores e de detoxificagcdo tais como proliferacdo celular,
aumento de granulos citoplasmaticos contendo calcio, expressdo da HSP 70, processos
autofagicos e desenvolvimento de reticulo endoplasméatico liso, mas eles ndo foram
suficientes para recuperar todos os danos celulares. Da mesma forma, destacamos a baixa
sobrevivéncia das fémeas no periodo de pré-oviposicao, e significativos efeitos na reproducéo
0s quais ocasionaram reducdo da fecundidade, fertilidade e viabilidade de ovos para todas as
doses avaliadas. Estes efeitos evidenciam a auséncia de compatibilidade, impedindo um

sucesso no controle biologico ao tentar integrar este predador com o uso do 6leo de nim.

Palavras-chave: biopesticida; crisopideo; predador; toxicidade; ultraestrutura.



ABSTRACT

Due to the indiscriminate use of broad-spectrum insecticides in agricultural production
and the vulnerability of natural enemies to this type of pesticide exposure, side effects can
affect the biological function of these enemies, making their use for biological control
unfeasible. A search for more selective pesticides on these beneficial organisms is necessary,
and among the alternatives, we emphasize the increased use of biopesticides. One of the
biopesticides widely used is the neem oil (Azadirachta indica), and its safety and
compatibility with natural enemies have been more clarified through ecotoxicological studies
which check the effects of indirect exposure by intake of poisoned preys. Thus, this study
analyzed the response of midgut epithelial cells of adult of lacewing Ceraeochrysa claveri
when exposed by intake of contaminated prey with neem oil during the larval stage and the
occurrence of lethal and sublethal effects on its development. Larvae of C. claveri were fed on
eggs of Diatraea saccharalis treated with neem oil at a concentration of 0.5%, 1% and 2%
throughout the larval stage. Adults female obtained from these treatments were used in the
morphological and ultrastructural analyses of cellular response of midgut. Moreover,
biological parameters were also measured during the post embryonic development. Neem oil
causes cytotoxic effects on the midgut through pronounced alterations as cell swollen, loss of
integrity of cell cortex, dilated cisternae of the rough endoplasmic reticulum, swollen
mitochondria, Golgi complex with vesiculated appearance and dilated invagination of basal
labyrinth. Epithelial cells responded to these injuries by different cytoprotective and
detoxification mechanisms such as cell proliferation, increase of cytoplasmatic granules
containing calcium, expression of HSP 70, autophagic processes and development of smooth
endoplasmic reticulum, but they were not enough to recover all the cellular damages.
Likewise, we highlighted the low survival of females in the preoviposition period and the
significant effects on reproduction for which a reduction occurred in fecundity, fertility and
egg viability for all evaluated doses. These effects show the absence of compatibility,
preventing a success in the biological control when trying to integrate this predator with the

use of the neem oil.

Keywords: biopesticide; lacewing; predator; toxicity; ultrastructure.



1.INTRODUCAO




A familia Chrysopidae engloba atualmente aproximadamente 4910 espécies
(OSWALD, 2013), se destacando na ordem Neuroptera por exercer importante papel
econdmico em diferentes agroecossistemas. Dentre as diversas espécies desta familia, algumas
se sobressaem por apresentarem potencial para serem utilizados em programas de Controle
Bioldgico, uma vez que sdo predadores polifagos na fase de larva com ampla plasticidade
ecoldgica, apresentam curto tempo de desenvolvimento, fécil criagdo massal e alto potencial
reprodutivo na fase adulta. Por estas razdes, sdo amplamente pesquisados em estudos
entomologicos aplicados a fim de verificar seu potencial de uso como agente de controle
biolégico (ADAMS; PENNY, 1985; DE FREITAS; PENNY, 2001; FREITAS, 2001, 2002;
PAPPAS; BROUFAS; KOVEOS, 2011).

O género Ceraeochrysa apresenta cerca de 80 espécies descritas no mundo
(OSWALD, 2013), distribuidas desde o Canada até o norte da Argentina, sendo a ampla
maioria das espécies encontradas na regidao Neotropical (ADAMS; PENNY, 1985; DE
FREITAS; PENNY, 2001). Em ecossistemas brasileiros De Freitas e Penny (2001) relataram
a ocorréncia 15 espécies de Ceraeochrysa, dentre estas Ceraeochrysa claveri (Navas, 1911).

Os crisopideos, forma popular para descrever os insetos da familia Chrysopidae,
apresentam metamorfose completa, ou seja, sdo holometébolos (Fig. 1), diferindo a aparéncia
e habitos das larvas e dos adultos. A larva predadora de C. claveri apresenta o habito de
carregar detritos em seu dorso, detritos que podem incluir desde o exoesqueleto de suas
presas, fibras vegetais, extvias de artrépodes, cascas de arvore e demais particulas que a larva
pode encontrar durante sua vida e manter presos e amparados pela acdo de longas cerdas
existentes na superficie dorsal e nos tubérculos laterais presentes no térax e abdémen. Este
comportamento faz C. claveri e demais espécies que apresentam este mesmo habito serem
conhecidas vulgarmente por bicho-lixeiro. O transporte destes detritos na superficie dorsal
protege a larva por atuar como camuflagem ou barreira fisica contra os inimigos naturais e
fatores ambientais (GEPP, 1984; FREITAS, 2001; ALBUQUERQUE, 2009).

C. claveri apresenta trés instares larvais, e apos o final do ultimo instar a larva tece um
casulo de seda que é produzido com precursores de seda secretados pelos tibulos de Malpighi
e posteriormente excretados pelo &nus durante a fiacdo do casulo. O periodo correspondente
ao inicio da confeccdo do casulo até a ultima ecdise que ocorre no interior do casulo
originando a pupa corresponde a fase de pré-pupa. A pupa € do tipo exarada, por apresentar
seus apéndices livres, e adquire coloragdo verde com o decorrer do desenvolvimento do
adulto. Uma pupa movel ou adulto farato emerge do casulo, fixa-se no substrato e passa por
ecdise, emergindo um adulto apto a se locomover e alimentar-se (GEPP, 1984; CANARD;
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PRINCIPI, 1984, LAMUNYON, 1988; FREITAS, 2001, BEZERRA et al., 2009;

SCUDELER et al., 2013).
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Figura 1. Ciclo de vida de Ceraeochrysa claveri, com duragdo média de cada fase em
condigdes laboratoriais (25 = 1°C; 70 £ 10% RH; fotoperiodo de 12L:12E).

Na fase adulta, os habitos alimentares sdo variaveis, sendo glico-polinivoros,
utilizando principalmente nutrientes como agUcares, aminodcidos e lipidios encontrados no
polen, néctar de plantas, e honeydew excretados por algumas espécies de insetos sugadores de
seiva. Em condicdes laboratoriais, uma dieta artificial a base de mel e levedura de cerveja
(1:1) é rotineiramente utilizada como fonte de alimento para os adultos (FREITAS, 2001,
2002; ALBUQUERQUE, 2009).

A preocupacdo e conscientizacdo da sociedade com o impacto da agricultura no
ambiente e na contaminacdo da cadeia alimentar com pesticidas estdo alterando a producao
agricola, uma vez que a sustentabilidade, seguranca alimentar e protecdo do ambiente fazem
parte da crescente demanda que consumidores esperam obter, consumindo alimentos livres de
produtos nocivos a salde humana e prejudicial a qualidade do ambiente. A necessidade de
manutencdo da qualidade ambiental, conseqilientemente a manutencdo e aumento da
biodiversidade de inimigos naturais abre portas para o uso do controle biolégico como um dos
componentes utilizados em programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) (PARRA et al.,
2002; KOUL; CUPERUS, 2007; VENZON; JUNIOR; PALLINI, 2010).



Por serem predadores polifagos encontrados em muitas culturas de interesse
econdmico, os crisopideos exercem importante papel no controle biolégico, reduzindo a
densidade populacional de diversos artropodes considerados praga. A preservacdo e
manutencdo dos crisopideos nos agroecossistemas devem ser consideradas ao se estabelecer
um programa de manejo de pragas que seja efetivo, sustentavel e viavel. Isso dependerd da
compatibilidade com outros métodos de controle, especialmente aqueles relacionados ao uso
de inseticidas, por isso a necessidade de buscar e utilizar produtos seletivos a esta populacao
de inimigo natural (CARVALHO et al., 2003; SILVA et al., 2005; PAPPAS; BROUFAS;
KOVEOQOS, 2011; CLOYD, 2012).

Uma alternativa para a substituicdo do uso de pesticidas poucos seletivos no controle
de insetos pragas que vem ganhando cada vez mais adeptos € a utilizacdo de biopesticidas,
especialmente os derivados de plantas. Segundo Bailey et al. (2010) biopesticida é todo
produto produzido em massa, com base bioldgica, fabricado a partir de microrganismos vivos
ou produto natural que € comercializado para o controle de pragas em plantas, incluindo deste
modo os derivados de plantas. Por apresentar baixo risco para o ambiente, especialmente
sobre a salude humana, os inseticidas botanicos estdo ganhando mercado e tornando-se uma
ferramenta promissora no manejo de populac@es de artropodes pragas (ISMAN, 2006).

Biopesticidas naturais obtidos a partir da arvore do nim Indiano (Azadirachta indica
A. Juss) (Meliaceae) sdo amplamente usados em todo mundo em culturas agricolas contra
artropodes pragas. O produto mais popular e de facil acesso é o 6leo de nim, obtido a partir da
prensagem a frio das sementes do nim (SCHMUTTERER, 1990; MORDUE (LUNTZ2);
BLACKWELL, 1993; ISMAN, 2006; BAILEY et al., 2010) O componente predominante do
6leo de nim € a azadiractina, um triterpenoide da classe dos limonoides, que apresenta
diferentes atividades contra os insetos, como repeléncia, efeito antialimentar, regulacdo do
crescimento, ecdise incompleta com malformacdo de pupas e adultos, supressdo da
reproducdo com reducdo da fecundidade e fertilidade, e mortalidade; podendo atuar por
contato ou ingestdo (SCHMUTTERER, 1990, 1997; MORDUE (LUNTZ) et al., 1998;
MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000; ISMAN, 2006; MORGAN, 2009; CLOYD, 2012).

Componentes do 6leo de nim como azadiractina, salanina e outros limonoides afetam a
biosintese de ecdisteroides, inibindo a atividade da ecdisona 20-monooxigenase, enzima
responsavel pela conversdo do hormonio ecdisdnio em sua forma ativa 20-hidroxiecdisona
(MITCHELL et al., 1997; MORGAN, 2009). A azadiractina de modo geral interfere na funcéo
enddcrina e neuroenddcrina, afetando tanto a biosintese do horménio ecdisdnio quanto do
hormdnio juvenil, acarretando alteragdes no desenvolvimento pés-embrionario e no ciclo
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reprodutivo nos insetos (MALCZEWSKA,; GELMAN; CYMBOROWSKI, 1988; REMBOLD,
1989; MEURANT; SERNIA; REMBOLD, 1994; SAYAH, 2002).

Na tentativa de integrar agentes de controle biolégico com o uso de produtos a base de
nim, muitos estudos vem apontando os efeitos diretos e indiretos da exposicdo dos inimigos
naturais ao nim. O nim ndo tem se mostrado totalmente seguro, ndo apresentando seletividade
para organismos ndo alvo como os crisopideos, seja por exposicao direta ou indireta por meio
da ingestdo de presas contaminadas (QI et al., 2001; AHMAD et al., 2003; MEDINA et al.,
2003, 2004; AGGARWAL; BRAR, 2006; CORDEIRO et al., 2010; SCUDELER; SANTOS,
2013; SCUDELER; PADOVANI; SANTOQOS, 2014).

Avaliar os efeitos subletais tem sido o foco de muitos estudos que procuram evidenciar
os efeitos prejudiciais que podem atingir uma populacdo de inimigos naturais, e, portanto afetar
suas funcoes fisioldgicas e bioldgicas nos agroecossistemas (DESNEUX et al., 2007; CLOYD,
2012). O meséntero, por ser considerado um dos primeiros locais a entrar em contato quando
analisado os efeitos da ingestdo de pesticidas, tem se tornado um importante 6rgdo alvo nos
estudos ecotoxicoldgicos em insetos (MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006; CATAE et al.,
2014), uma vez que alteracdes morfoldgicas e ultraestruturais neste 6rgao podem ser Gteis para
avaliar os efeitos subletais em organismos néo alvo.

O meséntero, também descrito como intestino médio, é o segundo maior 6rgdo do
corpo dos insetos, ocupando a maior parte da cavidade corporal dos crisopideos e tem como
funcdo a producdo e secrecdo de enzimas digestivas, absorcdo de &gua, nutrientes, ions e
manutencdo da homeostase. Possui origem endodérmica, sendo um tubo de diametro variavel
formado por um epitélio pseudoestratificado, apoiado sobre uma membrana basal em torno da
qual dispdem uma camada mais interna de fibras musculares estriadas circulares e outra mais
externa de fibras longitudinais (SNODGRASS, 1993; LEHANE; BILLINGSLEY, 1996;
CHAPMAN, 1998; HAKIM; BALDWIN; SMAGGHE, 2010).

O epitélio do meséntero encontrado em C. claveri é constituido por células colunares,
regenerativas e endocrinas (SCUDELER; SANTOS, 2013, 2014). Células colunares, também
descritas como enterdcitos, digestivas ou principais, € o tipo celular predominante do
meséntero. Devido as suas caracteristicas morfoldgicas e ultraestruturais sdo responsaveis
pela sintese e secrecdo de enzimas digestivas, além de atuarem na absor¢do dos produtos da
digestdo, agua e ions (SNODGRASS, 1993; BILLINGSLEY; LEHANE, 1996; CHAPMAN,
1998; GIGLIOLLI et al., 2015).



Células regenerativas, também descritas por “stem cells” sao células indiferenciadas,
encontradas isoladas, em pares ou formando grupos de regeneracao (nidi), localizados na base
do epitélio, tendo funcdo de reposicdo das células epiteliais envelhecidas ou lesionadas,
devido a sua capacidade massiva de proliferacdo e diferenciacdo em células epiteliais, tais
como colunares e enddcrinas (RAES et al., 1994; EVANGELISTA et al., 2003; UWO; Ul-
TEI; TAKEDA, 2002; ROST, 2006; NARDI; BEE, 2012; GIGLIOLLI et al., 2015).

O terceiro e ultimo tipo celular presente no meséntero de C. claveri sdo as células
enddcrinas, localizadas na base do epitélio, sendo caracterizadas principalmente pela sua
ultraestrutura e imunoreatividade, por apresentarem grande quantidade de granulos de
secrecdo em seus citoplasmas. Algumas de suas funcdes estariam relacionadas com a
coordenacdo de processos digestivos e metabolicos, através do controle hormonal dos
movimentos peristalticos, regulacdo da sintese enzimatica e secre¢do, controle da proliferacéo
e diferenciacdo das células regenerativas (SEHNAL; ZETNAN, 1996; ROST-
ROSZKOWSKA et al., 2008). Dois subtipos de células enddcrinas foram descritas no
meséntero de C. claveri com base na ultraestrutura de seus granulos citoplasmaticos nos trés
estagios do ciclo de vida (SCUDELER; SANTOS, 2014).

A manutencdo da integridade do meséntero é de fundamental importancia para a
manutencdo da homeostase e realizacdo de processos digestivos e absortivos, a fim de
sustentar o desenvolvimento do inseto e de sua reproducdo através do acumulo de reservas
corporais. No entanto, a exposicdo indireta por meio da ingestdo de presa contaminada com o
6leo de nim ocasiona lesbes celulares neste 6rgdo, o que pode vir a comprometer as funcées
do mesmo nas fases de larva e pupa (SCUDELER; SANTOS, 2013; SCUDELER,;
PADOVANI; SANTOS, 2014). A nédo recuperacgédo destas lesdes e sua permanéncia na fase
adulta podem vir a afetar a reproducéo de C. claveri.

Para muitas espécies de insetos como C. claveri 0s recursos energéticos armazenados
durante a fase larval ndo sdo suficientes para total desenvolvimento de seu aparelho
reprodutor, e no caso das fémeas, a maturacdo dos o6citos e processo de vitelogénese.
Segundo Rousset (1984), na emergéncia dos adultos de crisopideos, o sistema reprodutor
feminino ndo é funcional, sendo necessario um periodo para ocorrer sua maturagdo, periodo
correspondente a pré-oviposigéo.

Com base no indice de ovigenia, que permite identificar o grau de maturacdo do
aparelho reprodutivo de fémea adulta recém emergida, fémeas de crisopideos seriam

extremamente sinovigénicas, ou seja, ndo possuem o00citos maduros na emergéncia (JERVIS,



2001). Neste caso, a nutricdo durante a fase adulta servird tanto para manutencdo do
metabolismo quanto para maturacdo dos oocitos, que dependem da qualidade e quantidade de
nutrientes adquiridos através da alimentacdo na fase adulta (JERVIS; FERNS, 2004; JERVIS;
BOGGS; FERNS, 2005; MILANO et al., 2010). Segundo Rousset (1984) a qualidade da
alimentacdo na fase adulta desempenha papel primordial durante a pré-oviposicao e
oviposicao dos crisopideos.

Considerando a importancia ecologica e econémica de C. claveri na agricultura face
aos beneficios gerados por este predador nos diferentes agroecossistemas; a necessidade de
ampliar e aprofundar o conhecimento a respeito da biologia deste inseto; colaborar com
estudos cientificos direcionados a ampliar o desenvolvimento de novas metodologias de uso
do controle bioldgico; o potencial do uso do 6leo de nim no controle de artropodes praga e a
caréncia de estudos sobre a morfologia e ultraestrutura do meséntero deste inseto, avaliamos a
capacidade de renovacao do epitélio do meséntero de adultos de C. claveri e sua ligacdo com
0 processo reprodutivo de fémeas, devido a danos sofridos pela ingestdo do 6leo de nim
durante a fase larval e que podem prejudicar a captura e armazenamento de nutrientes na fase
adulta para realizacdo do processo reprodutivo. Atraves destes dados, serd possivel analisar a
existéncia de efeitos subletais, que prejudicariam a continuidade de um controle bioldgico
natural em um agroecossistema onde se faz uso do 6leo de nim, efeitos que comprometeriam

a perpetuacdo da espécie neste ambiente devido a alteragdes em seu potencial reprodutivo.

10



5. CONCLUSOES




- Conclui-se que a ingestdo do 6leo de nim na fase larval do predador Ceraeochrysa
claveri induz efeitos citotdxicos no meséntero dos adultos, apesar das diferentes respostas
citoprotetoras como renovacdo e detoxificacdo celular, as lesbes celulares ainda
permaneceram nas celulas epiteliais do 6rgdo em todas as concentracdes avaliadas;

- A exposicdo de C. claveri ao 6leo de nim ocasionou significativos efeitos em sua
biologia, principalmente na reproducdo, onde observamos redugéo da fecundidade, fertilidade
e viabilidade dos ovos para todas as concentracBes analisadas, evidenciando a auséncia de
compatibilidade do uso integrado do predador C. claveri e o 6leo de nim no manejo integrado

de pragas.
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