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Resumo

O uso da agricultura organica vem crescendo devido a conscientizagdo da sociedade
sobre a importancia do consumo de alimentos livres de agrotéxicos e inseticidas tao
prejudiciais a saude. Assim, a busca pela preservagao dos recursos naturais também
esta em crescimento, juntamente com a agricultura organica e do manejo integrado de
pragas. Na busca por insetos que possam ser utilizados no controle biolégico, sendo
esta uma importante ferramenta na agricultura organica e manejo integrado de pragas,
os crisopideos vem se mostrando um forte agente controlador, uma vez que suas
larvas sdo predadoras de diversos ovos e larvas de insetos pragas de diferentes
culturas comerciais. Com o propésito de avaliar o efeito do 6leo de nim, um extrato
vegetal com propriedades bioinseticidas, sobre os crisopideos, ovos de Diatraea
saccharalis foram tratados com o6leo de nim em trés diferentes concentracdes e
oferecidos como alimento a larvas de Ceraeochrysa claveri, avaliando deste modo o
efeito da ingestao do 6leo de nim na fase larval sobre a morfologia do testiculo durante
o desenvolvimento de C. claveri, assim como sobre o processo de espermatogénese
deste predador. Foram utilizadas a analise histologica, ultraestrutural e
imunocitoquimica para a avaliagdo da toxicidade do 6leo de nim sobre as células do
testiculo de C. claveri; sendo esta avaliagdo realizada em testiculos de larvas de
terceiro instar, pupas e adultos. As analises demonstraram que a morfologia dos
testiculos varia de arredondado em larvas, para alongado em pupas e espiralado em
adultos, enquanto sua coloracdo varia de esbranquicado a amarelo intenso,
respectivamente. Os testiculos sao recobertos por tunica externa e tunica interna, esta
ultima emitindo septos, que dividem o testiculo em dois foliculos. As células
germinativas s&o agrupadas em cistos, rodeados por células cisticas somaticas. Esses
cistos s&o constituidos por espermatogbnias, espermatdcitos, espermatides e
espermatozoides. As espermatogbnias sofrem divisdo mitética e dao origem aos
espermatdcitos; as células dos cistos sao interligadas por canais circulares, que
permitem seu desenvolvimento sincronico. Os espermatdcitos sofrem divisdes
meidticas e originam as espermatides. Durante a fase de espermatide, o nucleo sofre
uma condensacao da cromatina em um dos podlos e se forma o acrossoma, 0 axonema
com um padrdao de microtubulos 9 + 9 + 2 e dois derivados mitocondriais de mesmo
tamanho, dando origem ao espermatozdide e completando o processo de
espermatogénese. O o6leo de nim mostrou-se prejudicial ao processo de
espermatogénese de C. claveri, uma vez que os testiculos de animais submetidos ao
tratamento apresentaram grande desorganizacdo na formacédo e no desenvolvimento
dos cistos espermaticos, retardando o processo de espermatogénese e a formagao de
gametas masculinos, o que pode trazer prejuizos para a reproducado da espécie. O
conhecimento da morfologia do testiculo e principalmente do processo de
espermatogénese de C. claveri, juntamente com o conhecimento sobre o efeito da
ingestdo do o6leo de nim sobre este dérgédo reprodutivo, pode trazer importantes
contribuigdes sobre a viabilidade do uso associado do 6leo de nim e de crisopideos
como predadores naturais ndo alvos em culturas que priorizam a manutencao da
diversidade e manejo integrado das pragas.

Palavras-chave: Ceraeochrysa claveri; morfologia; 6leo de nim; testiculos



ABSTRACT

The use of organic agriculture is growing due to the awareness of the society about the
importance of eating foods free of pesticides and insecticides as harmful to health. Thus,
the search for conservation of natural resources is also growing, along with organic
agriculture and integrated pest management. In search of insects that can be used in
biological control, which is an important tool in organic agriculture and integrated pest
management, the lacewings has proved a strong controlling agent, since their larvae are
predators of eggs and larvae of many insects pests of different commercial crops. In
order to evaluate the effect of neem oil, a plant extract with insecticides properties on
lacewings, Diatraea saccharalis eggs were treated with neem oil at three different
concentrations and offered as food for the larvae of Ceraeochrysa claveri, thereby
evaluating the effect of intake of neem oil on the larval morphology of testis during
development of C. claveri, as well as on the process of spermatogenesis of this predator.
Histological, ultrastructural, and immunohistochemistry analysis was used to evaluate the
toxicity of neem oil on cells of the testis of C. claveri, and this evaluation performed in
testes of third instar larvae, pupae and adults. The analyzes showed that the morphology
of the testes varies from rounded shape in larvae to elongated shape in pupae and spiral
shape in adults, while its color varies from whitish to bright yellow, respectively. The
testes are covered by an outer layer and an inner layer, the latter septa emit, which divide
the testis into two follicles. The germ cells are grouped into cysts, cystic surrounded by
somatic cells. These cysts consist of spermatogonia, spermatocytes, spermatids and
spermatozoa. The spermatogonia undergo mitotic division and give rise to
spermatocytes, the cells of the cysts are interconnected by ring canals, which allow their
synchronous development. Spermatocytes undergo meiotic divisions and produce
spermatids. During the spermatid, the core undergoes a condensation of the chromatin at
one of the poles and is formed acrosome, the axonema with a pattern of microtubules 9 +
9 + 2 e two mitochondrial derivatives of the same size, giving rise to sperm and
completing the process of spermatogenesis. The neem oil proved detrimental to the
process of spermatogenesis of C. claveri, since the testes of animals undergoing
treatment showed great disruption in the formation and development of sperm cysts,
slowing the process of spermatogenesis and formation of male gametes, which may bring
losses to reproduction of the species. Knowledge of the morphology of testis and
especially the process of spermatogenesis of C. claveri along with knowledge about the
effect of intake of neem oil on this reproductive organ, can make important contributions
on the viability of the combined use of neem oil and lacewings like nontargets natural
predators in cultures that prioritize the maintenance of diversity and integrated pest
management.

Keywords: Ceraeochrysa claveri; morphology; neem oil; testicles
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A Ordem Neuroptera envolve cerca de 6000 espécies, distribuidas em 17 familias.
Atualmente, essa familia € a mais importante economicamente e um dos maiores grupos
da Ordem Neuroptera, incluindo mais de 1200 espécies e subespécies conhecidas.
Ceraeochrysa é um dos géneros de Chrysopidae mais diversos, e se distribui do Canada
até o norte da Argentina, mas a ampla maioria das espécies ocorre na regiao Neotropical
(ADAMS; PENNY, 1985; FREITAS; PENNY, 2001).

Os insetos da familia Chrysopidae, conhecidos como crisopideos, sdo os mais
estudados dentro da ordem Neuroptera. S&o importantes predadores e sao
encontrados em muitas culturas de interesse econémico como algodoeiro, citros, milho,
entre outras, exercendo um importante papel no controle biolégico natural de pragas.
Podem alimentar-se de ovos, lagartas neonatas, pulgdes, cochonilhas, acaros e varios
outros artropodes de pequeno tamanho e de tegumento facilmente perfuravel. Os
crisopideos se destacam pela voracidade na fase jovem, facilidade de criagdo em
laboratdrio, elevado potencial de reproducio, além de ndo necessitar de presas na fase
adulta (GALLO et al., 2002; SCUDELER; SANTOS, 2013).

Os crisopideos sao insetos holometabdlicos, caracterizados por apresentarem as
fases de ovo, larva, pupa e adulto. Os ovos sao esféricos, com comprimento de 0,7 a 2,3
mm e sido colocados na extremidade de um pedicelo, produzido por secreciao de
glandulas coletéricas, de tamanho variando entre 2 e 26 mm. Sua coloragéo vai do
amarelado ao verde-azulado quando ovipositados e escurecem a medida que o embrido
se desenvolve. A funcdo dos pedicelos que sustentam os ovos nao esta bem
determinada, mas acredita-se que seja um mecanismo de protegcédo contra predagao ou
canibalismo (ADAMS; PENNY, 1985; PAULIAN, 1999; GALLO et al., 2002). A duragéo

da fase de ovo depende da espécie, e para uma mesma espécie, varia de acordo com a



temperatura, umidade e idade das fémeas (CANARD; PRINCIPI, 1984; BARBOSA et al.,
2002; MACEDO et al., 2003).

O desenvolvimento larval apresenta trés instares, nos quais as larvas sao
predadoras (CANARD; PRINCIPI, 1984). A duragdo das ecdises e da fase larval é
influenciada diretamente por fatores climaticos, disponibilidade e qualidade dos
alimentos, sendo que o alimento ingerido durante a fase larval pode afetar,
posteriormente, o processo de reprodugdo. Segundo Parra (1991), a quantidade e
qualidade do alimento consumido na fase larval afetam a taxa de crescimento, tempo de
desenvolvimento, peso, sobrevivéncia, bem como influenciam a fecundidade,
longevidade, movimentagdo e capacidade de competicdo de adultos (BIAGIONI;
FREITAS, 2001; ALMEIDA et al., 2009).

Larvas de crisopideos apresentam canibalismo, sendo mais comum entre as
larvas recém eclodidas e os ovos de mesma postura, embora esta tendéncia de
canibalismo continue por todo o periodo larval (NEW, 1975; CANARD; PRINCIPI,1984;
BEZERRA et al., 2009).

Os crisopideos se apresentam mais eficientes como predadores na fase larval,
onde necessitam de substancias ricas em proteinas e carboidratos na sua alimentagéo.
Sao de habito livre e se alimentam de varias presas, sendo que a eficiéncia nesta fase
ocorre principalmente no terceiro instar, quando as larvas possuem maior voracidade.
Nesse instar, consomem cerca de 80% do alimento (CANARD; PRINCIPI, 1984).

A larva de terceiro instar, apdés completar seu desenvolvimento, tece um casulo
esférico de seda, produzido nos tubulos de Malpighi e excretada pelo anus, onde
empupa. Decorridos alguns dias surge a pupa movel ou o adulto farato, que rompe o

casulo fazendo um orificio circular com o auxilio das mandibulas, fixa-se em um



substrato e passa pela ultima ecdise, surgindo o adulto (GEPP, 1984; CANARD;
PRINCIPI, 1984).

Segundo Canard et al. (1984), os adultos sdo insetos pequenos, apresentando
corpo delicado e coloragdo geralmente esverdeada, asas membranosas reticuladas e
pernas ambulatérias normais. Durante o dia sdo encontrados pousados nas faces
inferiores das folhas e a noite sédo vistos voando ou pousando perto de focos luminosos.
Ao serem pressionados entre os dedos liberam odor desagradavel (BARNARD, 1984;
GALLO et al., 2002; FREITAS, 2002).

Os habitos alimentares dos adultos sédo variaveis, podendo algumas espécies se
alimentar de pdlen, exsudatos agucarados das plantas, “honeydew”, néctar; outras
podem ser predadoras. Em condi¢des laboratoriais, uma dieta a base de mel e levedura
de cerveja (1:1) é utilizada como alimento (BIAGIONI; FREITAS, 2001; MANTOANELLI;
ALBUQUERQUE, 2007).

O aparelho reprodutor masculino dos insetos apresenta grande variedade
quanto a morfologia. Geralmente é constituido por um par de testiculos, vasos
deferentes, vesiculas seminais, glandulas acessérias, e canal ejaculador
(SNODGRASS, 1993; CHAPMAN, 1998), e sua principal fungdo € a produgado e
armazenamento de espermatozoides e seu transporte, de forma viavel, para o trato
reprodutivo feminino (GULLAN, 2007).

Os testiculos sdo o6rgaos de formatos ovoides, constituidos por foliculos
testiculares (onde séo produzidos os espermatozéides) que variam em organizagao e
numero dependendo da espécie (PHILLIPS, 1970; DUMSER, 1980; FERREIRA et al.,
2006; GULLAN, 2007). Em Chromacris speciosa (FERREIRA et al., 2006) os testiculos
apresentaram-se como um 6rgao unico e oval envolvido por uma capsula de tecido

conjuntivo, associado a tecido gorduroso. Em pupas de C. claveri existe um par de



testiculos alongados e esbranquigados, enquanto que em adultos eles sdo espiralados,
de coloragdo amarelada e estdao localizados dorsalmente sobre as glandulas
acessorias (SCUDELER et al., 2009).

Segundo Ferreira et al.,, 2006, cada foliculo testicular apresenta células
germinativas organizadas em cistos. Tais cistos sdo formados por células cisticas que
envolvem grupos de espermatogdnias, ou grupos de espermatocitos ou grupos de
espermatides. Ja os espermatozoides sdo organizados na forma de feixes (PHILLIPS,
1970; GULLAN, 2007).

A maturagdo dos cistos (processo de espermatogénese) ocorre no sentido
apical-basal (PHILLIPS, 1970) e no interior de cada cisto, as células germinativas se
desenvolvem de modo sincrénico (PHILLIPS, 1970; CRUZ-LANDIM, 2001;
FRIEDLANDER et al., 2005). A espermiogénese é o periodo final da espermatogénese,
que resulta na diferenciagcdo e maturacdo das espermatides em espermatozoides,
envolvendo processos como alongamento nuclear, condensagdo da cromatina,
formacgao acrossomal, desenvolvimento do flagelo, axonema e derivados mitocondriais
(NAME et al., 2007).

A morte celular € um fenbmeno bastante comum nos organismos multicelulares,
podendo ser considerada como parte integrante da vida destes organismos. Os
processos de morte celular podem ser classificados de acordo com suas caracteristicas
morfolégicas e os mais comuns sao autofagia, necrose e apoptose. Autofagia ocorre
em resposta a um estresse metabdlico que resulta na degradagdo de componentes
celulares. A necrose ocorre quando as células sofrem algum tipo de insulto que resulta
no aumento do volume celular, agregagao da cromatina, desorganizagao do citoplasma
e perda da integridade da membrana plasmatica. Durante a necrose, o conteudo

celular é liberado, causando dano as células vizinhas e uma reacgao inflamatdria no



local. A apoptose ocorre em diversas situagdes, como na reposicao fisiolégica de
alguns tecidos maduros, na atrofia dos o6rgaos, na resposta inflamatéria e na
eliminacao de células apos dano celular por agentes genotéxicos. Durante a apoptose
ocorre uma retragao da célula, causando perda da aderéncia com a matriz extracelular
e células vizinhas. As organelas celulares mantém a sua morfologia, mas as
mitocdndrias podem apresentar ruptura da membrana externa. A cromatina sofre
condensagao e se concentra junto a membrana nuclear, que se mantém intacta. A
seguir, a membrana celular forma prolongamentos (blebs) e o nucleo se desintegra em
fragmentos envoltos pela membrana nuclear. Os prolongamentos da membrana celular
aumentam de numero e tamanho e rompem, originando estruturas contendo o
conteudo celular. Estas porgbes celulares envoltas pela membrana celular sao
denominadas corpos apoptéticos. Os corpos apoptoticos sao rapidamente fagocitados
por macréfagos e removidos sem causar um processo inflamatoério. A maioria dos
tecidos sofre um constante processo de renovagao celular gragas ao equilibrio entre
proliferacdo e morte das células, caracterizada por um processo ativo de alteragcdes
morfolégicas e bioquimicas, a apoptose. A apoptose é também um mecanismo de
defesa, que é ativado sempre que ocorre uma invasdo por agentes patogénicos, ou
ainda quando o DNA for lesado (HACKER, 2000; GRIVICICH et al., 2007).

A morte celular programada tem sido estudada em insetos e desempenha um
papel importante na remocdo de espermatozdéides anormais. Cistos em
desenvolvimento utilizam atividade das caspases para auxiliar na redugdo do
citoplasma durante a individualizagao dos espermatozéides (CAGAN, 2003).

Embora existam algumas pesquisas desenvolvidas sobre o processo de morte

celular em testiculos de insetos (AL-TAWEEL; FOX, 1982; POLANSKA et al., 2005),



nenhuma delas relaciona o efeito do 6leo de nim sobre o processo de morte celular em
testiculos de crisopideos.

A presenca de crisopideos é relatada em diferentes ecossistemas naturais e
implantados. Dentre os géneros que ocorrem no Brasil, Ceraeochrysa Adams
(Neuroptera: Chrysopidae) contém espécies com atributos que podem torna-las
predadoras importantes em varios ecossistemas agricolas. Em ecossistemas agricolas
brasileiros, Freitas; Penny (2001) coletaram 15 espécies de Ceraeochrysa, dentre estas
Ceraeochrysa claveri (Navas, 1911). Atualmente, poucas pesquisas tem sido
realizadas com esta espécie, as quais sao concentradas nos aspectos bioldgicos da
espécie, havendo uma caréncia de estudos morfologicos com este grupo (ALMEIDA et

al., 2009).

Os predadores da familia Chrysopidae tém sido registrados como agentes
dotados de alta voracidade e capacidade de busca de suas presas, reduzindo a
densidade populacional de diversos artrépodes-praga (GRAVENA, 1992;
ALBUQUERQUE et al., 1994). O controle biolégico de pragas agricolas é mais viavel
qgue o uso de inseticidas, pois tal controle ndo degrada o meio ambiente, ndo requer um
alto custo para que seja executado, ndo causa problemas de saude e ndo seleciona
insetos-pragas resistentes, ao contrario dos inseticidas utilizados. A busca por métodos
alternativos de controle inclui também a utilizagdo de produtos naturais, que geralmente
sao menos prejudiciais ao ambiente, dentre os quais destacam-se os inseticidas de

origem vegetal (ROEL et al., 2000; NEVES et al., 2003; COSTA et al., 2004).

Pesquisas envolvendo plantas com atividade inseticida evoluiram bastante nas
ultimas décadas, em diversos paises. Plantas da familia Meliaceae tém sido as mais
investigadas, destacando-se o nim indiano (Azadirachta indica A. Juss), por sua

atividade inseticida, acaricida, fungicida e nematicida, também provocando efeito anti-
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alimentar, redugado do crescimento, inibicdo da ecdise, inibicdo da biossintese da
quitina, redugao da fecundidade e longevidade de adultos, alteragbes na capacidade de
atracdo de feromoénios, deformagcbes em pupas e adultos, esterilizagao, inibicdo de
oviposicao, mortalidade e repeléncia, além de possuir baixissima toxicidade ao homem
e animais domésticos (SCHMUTTERER, 1990; MORDUE (LUNTZ); BLACKWELL,
1993; ROEL, 2001; MARTINEZ, 2002). A azadiractina afeta também a reproducao,
tanto se o tratamento for feito na fase adulta, como ainda na juvenil. A maturagao

reprodutiva & comprometida (VIEGAS JUNIOR, 2003).

O interesse por essa espécie deve-se a presenca de um limonéide denominado
azadiractina, cuja atividade sobre alguns insetos € comparavel a dos melhores
inseticidas sintéticos encontrados no mercado (SCHMUTTERER, 1990; MARTINEZ,
2002; NEVES et al, 2003). Além da azadiractina, os principais componentes
biologicamente ativos do nim s&o meliantriol, limoneno, salanina, nimbim e outros
triterpendides, entre os mais de 150 compostos ja isolados (SCHMUTTERER, 1990;
NEVES et al., 2003).

O nim e seus derivados chegam a afetar mais de 400 espécies de insetos
pertencentes as ordens Coleoptera, Diptera, Heteroptera, Homoptera, Hymenoptera,
Lepidoptera, Orthoptera, Thysanoptera, e Neuroptera. Espécies de insetos reagem
diferentemente aos compostos do nim, que podem causar efeito antialimentar,
repelente, regulador do crescimento, interferéncia nas fungdes bioquimicas e
fisiologicas, efeitos sobre a reproducédo, e em certos casos, a morte (SCHMUTTERER,
1990; MARTINEZ, 2002; NEVES et al, 2003; COSTA et al., 2004; GILLOTT, 2005).

Diversos autores relataram efeitos da azadiractina em testiculos de insetos. Dorn
(1986) relata reducdo no comportamento de acasalamento de Oncopeltus fasciatus

(Hemiptera) do sexo masculino apés o tratamento com azadiractina. Também foi
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encontrada degeneracao dos feixes de espermatozoéides e ndo formagao dos mesmos
em Epilachna varivestis (Coleoptera) e Pectinophora gossypiella (Lepidoptera), além de
degeneragao dos espermatdcitos, sugerindo uma acgado direta da azadiractina na
membrana testicular, tornando o tecido incapaz de desenvolver espermatocitos em
Mamestra brassicae (Lepidoptera) (SCHULZ; SCHLUTER, 1983; SHIMIZU, 1988;
ABDEL-RAHMAN et al., 2004).

Nisbet et al. (1995) utilizaram em Schistocerca gregaria (Orthoptera), um
derivado radiomarcado de azadiractina, com atividade biolégica semelhante a molécula
original, para identificar alguns dos tecidos onde se liga a azadiractina, e obtiveram
como resultado que 94% deste composto se liga as membranas testiculares e 37% nos
ovarios. Ainda com a mesma espécie, insetos que receberam inje¢cdes de azadiractina
pura, em diferentes concentragdes, apresentaram seus testiculos significativamente
menores em comprimento, largura e peso, quando comparados ao grupo controle
(LINTON et al., 1997).

Em machos de Melanoplus sanguinipes (Orthoptera) tratados topicamente com
azadiractina (25, 50, 100 e 200 ppm), houve desintegracdo do epitélio testicular,
degeneracgao de espermatides e de feixes de espermatozdides (TAYADE, 2012).

O efeito do nim sobre insetos n&o-alvos ainda ndo é bem entendido. Ele ndo
esta livre de apresentar alguns efeitos sobre os inimigos naturais, embora esses efeitos

pare¢cam ser menos intensos do que sobre as pragas (AGUIAR-MENEZES, 2005).

Produtos de nim sdo aparentemente seguros para alguns insetos predadores,
porém, estudos feitos até o momento, apesar dos resultados promissores, apontam
para uma série de limitagdes ao uso de extratos vegetais em programas de controle de
pragas agricolas. Uma outra consideragdo € a maneira de contato entre os inimigos

naturais e os biopesticidas. Quase todos os estudos estao preocupados com o contato
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direto, como tratamentos com pulverizacdo e uso topico, mas a exposi¢gao indireta
através do consumo de presa tratada é raramente considerada (MORDUE (LUNTZ);
BLACKWELL, 1993; SCHMUTTERER, 1997; Ql et al., 2001; SCUDELER; SANTOS,

2013).

Pupas e adultos do predador Chrysoperla externa (Neuroptera) foram
pulverizadas nas concentracgdes 0,5, 1, 2 e 5% de 6leo de nim, durante a fase de pupa.
O ¢dleo de nim em todas as concentragdes testadas nao afetou negativamente a
viabilidade e duragao do estadio de pupa, mas em adultos, nas concentragdes de 1 e
2% provocou mortalidade significativa ao longo do tempo (COSME et al., 2009). Ja
para a espécie predadora Ceraeochrysa claveri (Neuroptera), larvas tratadas com dleo
de nim a 0,5, 1 e 2%, graves alteragdes foram observadas a nivel ultraestrutural em
células do intestino médio de larvas. A mesma espécie e tratamentos realizados
também resultaram em efeitos deletérios nos casulos deste inseto, o que torna o
espécime mais vulneravel aos inimigos naturais durante sua metamorfose
(SCUDELER; SANTOS, 2013; SCUDELER et al., 2013).

Considerando a importancia econémica de C. claveri na agricultura surge a
necessidade de ampliar o conhecimento a respeito da biologia deste inseto para o
desenvolvimento de novas metodologias de controle biolégico com o uso do 6leo de
nim para controle e repeléncia de insetos pragas sem agredir os inimigos naturais. Com
o estudo da morfologia e ultra-estrutura dos testiculos deste inseto, pretendemos
avaliar o efeito da ingestdo do 6leo de nim no desenvolvimento e na morfologia dos

testiculos, assim como na espermatogénese de C. claveri.
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Frente a justificativa proposta, pretendemos avaliar o efeito do 6leo de nim no
desenvolvimento e na morfologia dos testiculos de Ceraeochrysa claveri alimentados na
fase larval com ovos de Diatraea saccharalis tratados com 6leo de nim. Para isto
realizaremos:

- Caracterizacao da morfologia e da ultraestrutura dos testiculos de larvas de
terceiro instar, pupas e adultos de C. claveri;

- Caracterizagao do processo da espermatogénese em C. claveri ;

- Identificacdo do processo de morte celular nos testiculos de larvas de terceiro

instar de C. claveri.
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3.1. Material Biolégico

A criagdo de Ceraeochrysa claveri foi realizada no Laboratorio de Insetos, no
Departamento de Morfologia do IBB, UNESP, onde os espécimes foram mantidos a
temperatura controlada 25 + 1°C, umidade de 70 + 10% e 12hL:12E de fotoperiodo. As
larvas foram alimentadas com ovos de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Cambridae),
enquanto os adultos receberam dieta a base de levedura de cerveja e mel (1:1).

Os adultos foram criados em gaiolas transparentes de polietileno, com 18 cm de
didmetro e 9 cm de altura. A superficie superior foi revestida internamente com papel
sulfite branco servindo como substrato para postura das fémeas e colocacido da dieta.
Os ovos foram coletados a cada trés dias, coincidindo com o dia da limpeza da gaiola e
troca da dieta, sendo posteriormente acondicionados em caixas plasticas de 18x11x5 cm
até a emergéncia das larvas.

Apds a eclosao dos ovos, as larvas foram individualizadas em potes plasticos de 6
cm de didmetro e 2 cm de altura, e alimentadas com ovos de D. saccharalis. As pupas
foram mantidas no mesmo pote em que ja estavam na fase larval, pois seu casulo adere
a superficie, e acrescentado um pedaco de algoddo embebido com agua destilada para
manuteng¢ao da umidade.

Com a emergéncia dos adultos, estes foram retirados e colocados nas gaiolas
formando casais, para manutengao da criagao.

Para obten¢ao dos ovos de D. saccharalis, mariposas foram fornecidas da criagao
massal do laboratério CETMA - Comércio de Agentes para Controle Biolégico Ltda.,
Lengdis Paulista-SP. No Laboratério de Insetos, casais das mariposas foram
acondicionados no interior de tubos de garrafa pet, revestidos internamente com papel

sulfite, a fim de se obter copula e oviposicdo das fémeas em temperatura ambiente.
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3.2. Instalacdo dos Bioensaios

Larvas de C. claveri recém emergidas foram individualizadas em potes plasticos e
alimentadas durante todo o seu periodo larval com ovos de D. saccharalis de um dia,
tratados em 3 diferentes concentragdes do 6leo de nim emulsionavel (formulagao
comercial Natuneem®): 0,5%, 1,0% e 2,0% diluido em agua destilada. Os ovos foram
tratados através da técnica de imersao (5 s), secos a temperatura ambiente (30 min)
(CORREIA et al., 2009) e colocados nos potes que continham as larvas. Ovos tratados
foram fornecidos em abundancia as larvas e trocados a cada quatro dias, uma vez que o
efeito residual do 6leo de nim é de cinco a sete dias (SCHUMUTTERER, 1990). O
controle foi feito com larvas alimentadas com ovos de D. saccharalis de um dia, imersos

em agua destilada (5s) e secos a temperatura ambiente (30 min).

3.3. Coleta e processamento dos testiculos

Para a coleta e processamento dos testiculos foram utilizadas larvas de terceiro
instar, pupas e adultos obtidos do controle e dos trés tratamentos com o 6leo de nim.

As larvas foram dissecadas trés dias apds sofrerem a ecdise para o terceiro
instar. As pupas foram dissecadas cinco dias apds o dia da pupacdo. Ja os adultos
provenientes do grupo controle e dos grupos tratados foram dissecados 1 dia apds a
sua emergéncia, sendo que, até o periodo da dissecgdo, estes adultos foram
alimentados com levedura de cerveja e mel (1:1).

Os espécimes eram inicialmente resfriados para imobilizagdo e presos com
alfinetes entomolégicos; com auxilio de tesoura oftalmolégica foi realizada a
dissecagao pela regido dorsal, fazendo uso de solugao salina para insetos (0.1M NacCl,;
0.1M Na2HPO4; 0.1M KH2PO4) sob microscopio estereoscédpico. Os testiculos eram

imediatamente pré-fixados no local pelo gotejamento de solugéo fixadora adequada.
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Em seguida eram isolados e transferidos para recipiente de vidro contendo a mesma

solugao fixadora, para processamento posterior.

3.3.1. Técnicas para analise em Microscopia de Luz

Para as técnicas de microscopia de luz, os testiculos foram imediatamente pré-
fixados no local, pelo gotejamento das seguintes solugdes fixadoras:

- solugéo fixadora contendo paraformaldeido 4% e glutaraldeido 2,5% em tampao
fosfato 0,1M, pH 7,3 por 24 horas, para materiais submetidos as técnicas de coloracao
citoquimica;

- solugao fixadora contendo formalina tamponada 10% em tampao fosfato 0,1M,

pH 7,3 por 24 horas, para materiais submetidos a técnica imunocitoquimica.

3.3.1.1. Analise Citoquimica

Apés a fixagao inicial por 24h, o material foi submetido a técnica de inclusdo em
metacrilato-glicol (historresina), seguindo o seguinte protocolo: desidratagdo em alcool
etilico 70% por 24h e alcool etilico 95% por 4h; embebi¢cdo em mistura de resina (JB4 da
Polysciences) e alcool 95% por 4h; embebi¢cdo em resina pura por 12h e embebicao e
inclusdo em resina pura + catalisador (1:0,04 ml), usando moldes apropriados. Apos a
polimerizagdao em estufa a 37°C por 24h, os blocos foram aderidos com Araldite® em
suporte de madeira.

Os cortes histolégicos de 3 um de espessura foram obtidos com navalha de vidro
em micrétomo Leica RM 2045, sendo colocados em estufa para melhor aderéncia a
ldmina, sendo entdo submetidos a coloracdo Hematoxilina e Eosina (H.E.) (PEARSE,

1972) ,conforme protocolo abaixo:
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H.E.
v’ coloragdo com Hematoxilina de Harris (15min);
v’ lavagem dos cortes em agua corrente (10min);
v’ passagem em alcool etilico 90%;
v" coloragdo com Eosina alcodlica (5min);
v desidratacdo em séries crescente de alcool etilico;
v’ diafanizagdo em xilol;

v" montagem em meio de Permount.

Para a analise e documentacéao fotografica dos cortes obtidos apds a realizagao
das técnicas citoquimicas utilizamos microscépio optico Leica DM 500 com sistema de

captagao de imagens digital LAS EZ.

3.3.1.2. Andlise Imunocitoquimica

Apds fixacdo inicial por 24h em formalina 10% tamponada, o material foi
submetido a técnica de inclusdo em parafina, seguindo o seguinte protocolo:
desidratacdo em série crescente etanol, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina
histologica. Os cortes histologicos serdo submetidos ao protocolo do kit QIA-33
Calbiochem, para detecgdo de DNA fragmentado em células em processo de morte
celular, conforme Gavrieli et al. (1992). Os alvos dessa reagao foram os novos finais 3'-
OH gerados pela fragmentacgéo inter-nucleossomal do DNA durante o processo de morte
celular. Esta técnica que visa a identificagdo de células em apoptose é conhecida como
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUDP Nick End Labeling).

A analise e documentacgéao fotografica foi realizada em microscopio Optico Leica

DM 500 com sistema de captacao de imagens digital LAS EZ.
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3.3.2. Técnicas para Anélise Ultraestrutural

3.3.2.1. Microscopia Eletrénica de Transmisséao (MET)

Os testiculos dos grupos controle e tratados coletados foram fixados em
glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 4% em tampédo fosfato 0,1M pH 7,3, e
processados de acordo com o protocolo de rotina do Centro de Microscopia Eletrénica
do IBB — UNESP:

v’ lavagem em tampéao fosfato 0,1M pH 7,3 (3 vezes de 5 min);

v’ pos-fixagao em tetréxido de 6smio 1% no mesmo tampéo (2h);

v’ lavagem em agua destilada (3 vezes de 5 min);

v' contrastagdo em bloco em solugéo de acetato de uranila 0,5% (2h);

v’ desidratagdo em séries crescentes de solugbes de acetona;

v' embebi¢cdo em mistura de resina (Araldite®) e acetona 100% (1:1) (12h);
v' embebicdo em resina pura em estufa a 37°C (1h);

v" inclusdo em resina pura e polimerizagdo em estufa a 60°C (48h).

Cortes semi-finos (0,5 uym) foram obtidos, corados a quente com solugdo de azul
de toluidina, sendo analisados em microscopio de luz para escolha dos blocos
adequados. Apds a escolha do material de interesse foram realizados cortes ultrafinos
(60 — 80 nm) que foram contrastados com solugao alcodlica (560%) saturada de acetato
de uranila (20 min) e citrato de chumbo (20 min). As andlises e documentagao
fotografica das amostras foram realizadas em Microscoépio Eletrénico de Transmissao

TECNAI, da FEI Company.
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3.3.2.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Os testiculos dos grupos controle e tratados foram coletados, fixados em

glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1M pH 7,3 por 48h e processados de acordo

com o protocolo de rotina do Centro de Microscopia Eletrénica do IBB — UNESP:

v

v

lavagem em agua destilada (3 vezes de 5min);

pos-fixagdo em tetroxido de 6smio 1% em agua destilada (30min);
desidratacdo em séries crescentes de alcool etilico;

secagem em aparelho ponto critico CPD 020 (Balzer Union), com CO2
liquido;

colagem das amostras em suportes metalicos;

metalizagao no aparelho SCD 050 (BAL-TEC), com camada de 10-20 nm

de po de ouro.

As amostras foram analisadas e fotografadas em microscépio eletrbnico de

varredura QUANTA 200 da FEI Company, com voltagens variando de 10-12,5 KV.
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Os resultados obtidos serdao apresentados na forma de artigos cientificos, que
serdo submetidos a revistas especializadas. Os artigos serdo denominados como

Capitulo 1 e 2.

Capitulo 1: Morfologia do testiculo e espermatogénese em Ceraeochrysa claveri

(Neuroptera: Chrysopidae)

Capitulo 2: Efeito do 6leo de nim (Azadirachta indica) na espermatogénese de

Ceraeochrysa claveri (Neuroptera: Chrysopidae)
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CAPITULO 1

Morfologia do testiculo e espermatogénese em Ceraeochrysa claveri (Neuroptera:

Chrysopidae)

Morphology of the testis and spermatogenesis in Ceraeochrysa claveri

(Neuroptera: Chrysopidae)

AUTORES: Ana Silvia Gimenes Garcia', Patricia Fernanda Felipe Pinheiro?, Daniela
Carvalho dos Santos'

' Departamento de Morfologia — Instituto de Biociéncias, UNESP — Botucatu.
2 Departamento de Anatomia — Instituto de Biociéncias, UNESP — Botucatu.

*Autor correspondente: gimenes@ibb.unesp.br
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi analisar a morfologia dos testiculos e a espermatogénese
em C. claveri, um importante predador de ovos e larvas de insetos, de grande interesse
econdmico. O estudo foi realizado através de analises em microscopia de luz,
microscopia eletrénica de varredura e transmissao. A morfologia dos testiculos varia de
arredondado em larvas para alongado em pupas e espiralado em adultos, enquanto
sua coloracao vai de esbranquigcada a amarelo intenso. Os testiculos sdo recobertos
pela tunica externa e interna, esta ultima emitindo septos, que dividem o testiculo em
dois foliculos. As células germinativas sdo agrupadas em cistos, rodeados por células
cisticas. Esses cistos sdo constituidos por espermatogbnias, espermatocitos,
espermatides e espermatozoides. As espermatogdnias sofrem divisdo mitética e dao
origem aos espermatdcitos. As células dos cistos sao interligadas por canais circulares,
que permitem seu desenvolvimento sincrénico. Os espermatocitos sofrem divisdes
meidticas e originam as espermatides. Durante a fase de espermatide, o nucleo sofre
uma condensagao da cromatina em um dos poélos e se forma o acrossoma. A cauda
dos espermatozodides apresenta um axonema com um padrdao de microtubulos 9 + 9 +
2 e dois derivados mitocondriais de mesmo tamanho. Microtubulos da manchete foram

observados em torno do nucleo e axonema durante a espermiogénese.

Palavras-chave: C. claveri, espermatogénese, morfologia, testiculos, ultraestrutura.
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Introducao

A Ordem Neuroptera envolve cerca de 6000 espécies, distribuidas em 17 familias.
Atualmente, essa familia € a mais importante economicamente e um dos maiores grupos
da Ordem Neuroptera, incluindo mais de 1200 espécies e subespécies conhecidas
(ADAMS; PENNY, 1985; FREITAS; PENNY, 2001). Os insetos da familia Chrysopidae,
conhecidos como crisopideos, sdo os mais estudados dentro desta ordem. Sao
importantes predadores encontrados em muitas culturas de interesse econémico como
algodoeiro, citros, milho, entre outras, exercendo um importante papel no controle
biolégico natural de pragas (GALLO et al., 2002; SCUDELER; SANTOS, 2013).

O aparelho reprodutor masculino dos insetos apresenta grande variedade
quanto a morfologia. Geralmente é constituido por um par de testiculos, vasos
deferentes, vesiculas seminais, glandulas acessoérias, e canal ejaculador
(SNODGRASS, 1993; CHAPMAN, 1998), e sua principal funcdo é a produgao e
armazenamento de espermatozoides e seu transporte, de forma viavel, para o trato
reprodutivo feminino (GULLAN, 2007).

Os testiculos sdo o6rgados de formato ovoide, constituidos por foliculos
testiculares, que variam em organizagdo e numero dependendo da espécie. Cada
foliculo testicular apresenta células germinativas organizadas em cistos. Tais cistos sao
formados por células cisticas que envolvem grupos de espermatogdnias, ou grupos de
espermatécitos ou grupos de espermatides. Ja os espermatozdides sao organizados
na forma de feixes (PHILLIPS, 1970; DUMSER, 1980; FERREIRA et al., 2006;
GULLAN, 2007).

O processo de espermatogénese nos insetos compreende a multiplicagéo, o
desenvolvimento e a maturagdo das células da linhagem espermatogénica para a

formagcdo de espermatozoides ou gametas masculinos hapléides. A maturagdo dos
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cistos ocorre no sentido apical-basal e no interior de cada cisto, as células germinativas
se desenvolvem de modo sincronico (PHILLIPS, 1970; CRUZ-LANDIM, 2001;
FRIEDLANDER et al., 2005). A espermiogénese é o periodo final da espermatogénese,
que resulta na diferenciagcdo e maturacdo das espermatides em espermatozoides,
envolvendo processos como alongamento nuclear, condensagdo da cromatina,
formacgao acrossomal, desenvolvimento do flagelo, axonema e derivados mitocondriais
(NAME et al., 2007).

Por se tratar de uma espécie muito utilizada no controle biolégico de insetos
praga e considerando a importancia econémica de C. claveri, o objetivo deste trabalho
foi caracterizar a morfologia do testiculo e o processo de espermatogénese durante o

seu desenvolvimento.

Material e Métodos

Material Biologico

Para o presente estudo foram utilizadas larvas de terceiro instar, pupas e adultos
de C. claveri. Tais insetos foram obtidos a partir da criacao realizada no Laboratério de
Insetos do IBB, UNESP, onde os espécimes foram mantidos a temperatura controlada
25 + 1°C, umidade de 70 + 10% e 12hL:12E de fotoperiodo.

Os adultos foram criados em gaiolas transparentes de polietileno, com 18x9 cm. A
superficie superior foi revestida internamente com papel sulfite branco servindo como
substrato para postura das fémeas e colocacdo da dieta. Os ovos foram coletados a
cada trés dias, sendo acondicionados em caixas plasticas de 18x11x5 cm até a
emergéncia das larvas. Apos a eclosédo dos ovos, as larvas foram individualizadas em
potes plasticos de 6x2 cm, e alimentadas com ovos de D. saccharalis. As pupas foram

mantidas no mesmo pote em que ja estavam na fase larval, pois seu casulo adere a



29

superficie, e acrescentado um pedaco de algodao embebido com agua destilada para
manutengdo da umidade. Com a emergéncia dos adultos, estes foram retirados e
colocados nas gaiolas, alimentados com dieta a base de levedura de cerveja e mel (1:1),

formando casais, para manutengao da criagao.

Microscopia de Luz

Para a coleta e processamento dos testiculos em microscopia de luz, foram
utilizadas larvas de terceiro instar, pupas e adultos. As larvas foram dissecadas trés
dias apos sofrerem a ecdise para o terceiro instar. As pupas foram dissecadas cinco
dias apds o dia da pupacdo. Ja os adultos foram dissecados 1 dia apdés a sua
emergéncia, sendo que, até o periodo da dissecgao, estes adultos foram alimentados
com levedura de cerveja e mel (1:1).

Os espécimes foram crioanestesiados e dissecados, pela regidao dorsal, fazendo
uso de solugdo salina para insetos (0.1M NaCl; 0.1M Na2HPO4; 0.1M KH2PO4) sob
microscopio estereoscoépico. Os testiculos foram isolados e fixados em solugéo contendo
paraformaldeido 4% e glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1M, pH 7,3 durante 24
horas. Em seguida, desidratagcdo em séries crescentes de etanol (50%, 70%, 100%),
embebi¢cdo em resina metacrilato-glicol (Kit Leica historesina) e se¢bes de 3 um foram
cortados em micrétomo Leica RM 2045. Os cortes foram corados com Hematoxilina e
Eosina (H.E.) (PEARSE, 1972) e analisados em microscopio optico Leica DM 500 com

sistema de captagado de imagens digital LAS EZ.

Microscopia Eletronica
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Larvas de terceiro instar, pupas e adultos de C. claveri foram crioanestesiados
brevemente e dissecados em solugao salina de insetos (0.1M NaCl; 0.1M Na2HPO4;

0.1M KH2PO4) para remogao dos testiculos.

Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

Para as analises em microscopia eletrénica de transmisséao, os testiculos foram
fixados em solugédo de glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 4% em tampao fosfato
0.1M (pH 7,3) durante 24 horas a temperatura ambiente; pds-fixados em tetroxido de
6smio a 1% no mesmo tampao durante 2 horas a temperatura ambiente. Depois de
lavados em agua destilada, o material foi contrastado com acetato de uranila 0,5% em
agua durante 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, os fragmentos foram
desidratados em séries crescentes de acetona (50%, 70%, 90% e 100%) e embebidos
em resina Araldite®. Cortes semi-finos foram corados com azul de toluidina, enquanto
os cortes ultra-finos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e,
em seguida, analisados em Microscopio Eletrénico de Transmissdo TECNAI, da FEI
Company, no Centro de Microscopia Eletrénica do Instituto de Biociéncias, UNESP,

Botucatu-SP.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a microscopia eletronica de varredura, os testiculos foram fixados durante
48 horas a temperatura ambiente em glutaraldeido 2,5% em tampé&o fosfato 0,1 M (pH
7,3) e lavados em agua destilada. Eles foram pos-fixados em tetroxido de 6smio 1%
diluido em agua destilada por 30 minutos em temperatura ambiente, desidratados
através de uma série crescente de etanol, secos em ponto critico com CO; liquido,

metalizados em ouro e examinados em Microscopio Eletrénico de Varredura Quanta
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200 da FEI Company, no Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de Biociéncias,

UNESP, Botucatu-SP.

Resultados

Morfologia dos testiculos de Ceraeochrysa claveri

Os testiculos de larvas de C. claveri apresentam formato arredondado e
coloragao esbranquigada. Cada testiculo possui uma tunica celular que o recobre
interna e externamente. A tunica interna emite septos, e divide o testiculo em foliculos
testiculares. O numero de foliculos ndo é descrito para a espécie e aparentemente,
este inseto possui dois foliculos, ja que o septo divide o testiculo ao meio (nao foi
possivel sua contagem). A camada interna da tunica apresenta células com citoplasma
e nucleo achatados, enquanto a tunica externa apresenta células um pouco mais
arredondadas. A superficie é lisa e o corpo gorduroso perivisceral adere a toda
superficie dos testiculos, assim como traquéias sdo vistas no exterior dos mesmos
(Figs. 1A e B).

Os testiculos das pupas de C. claveri passam do formato arredondado em larvas
para formato alongado e coloragao esbranquigada. Assim como nas larvas, a superficie
€ lisa e recoberta inteiramente por grandes massas de tecido gorduroso perivisceral.
Também € possivel observar o vaso deferente partindo da regido distal dos testiculos
(Figs. 1C e D).

Os testiculos de insetos adultos possuem formato espiralado e coloragao
amarela intensa, mais uma vez diferente de larvas e pupas, onde possuiam formato
arredondado e em seguida alongado. Como encontrado em larvas e pupas, a

superficie dos testiculos também é lisa e recoberta por tecido gorduroso, apresentam
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traquéias em seu exterior e 0 vaso deferente também pode ser observado (Figs. 1E e
F).

Espermatogénese em C. claveri

Na regido apical dos testiculos encontramos cistos compostos por células com
citoplasma e nucleo volumosos, as quais acreditamos ser as espermatogénias. O
citoplasma € mais elétron-denso que o nucleo e podemos observar grande quantidade
de mitocbéndiras, discreto reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi. O
nucleo é arredondado, com envoltério nuclear regular (Fig. 2A). As espermatogbnias
sofrem divisdo mitética e formam os espermatdcitos (Fig. 1A1). Dentro do cisto, as
espermatogbdnias sao interligadas por meio de pontes citoplasmaticas, também
chamadas de canais circulares, permitindo o desenvolvimento sincrénico de todas as
células do cisto. Os canais circulares sdo ocupados pelo fusoma, que é constituido por
elementos membranos semelhantes ao reticulo endoplasmatico liso (Figs. 2B e C).

Os cistos de espermatdcitos também sao envoltos pelas células cisticas, com
citoplasma volumoso e com a presengca de mitocéndrias, reticulo endoplasmatico
rugoso e complexo de Golgi. Seu citoplasma é menos elétron-denso que o encontrado
nas espermatogbnias, com nucleo grande e arredondado e nucléolo evidente (Fig. 2D).
Na microscopia de luz detectamos que o citoplasma dos espermatécitos torna-se
granulado, com inumeras manchas brancas. No material analisado encontramos uma
grande quantidade de cistos de espermatdcitos, os quais apresentam-se como células
bastante volumosas até o inicio da divisdo meidtica que dara origem aos cistos
contendo espermatides (Fig. 3A).

Em microscopia de luz, as espermatides se apresentam como células volumosas
com estruturas circulares no citoplasma de alguns cistos, e pequeno nucleo (Fig. 3B).

Em cistos mais desenvolvidos, aparecem inumeras estruturas circulares, bem menores
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que as anteriores, que preenchem todo o cisto (Fig. 3C). Na microscopia eletrénica de
transmissao, podemos observar o inicio da formagao do derivado mitocondrial, ou
“‘nebenkern”, e o citoplasma da célula se torna vacuolizado (Fig. 3D). Também foi
possivel encontrar estagios mais desenvolvidos do nebenkern (Fig. 3E). Nao foi
possivel observar o processo de formagdo do acrossoma e do axonema, apenas
detectamos estes elementos ja formados.

Com a formacédo do acrossoma, o nucleo torna-se bastante condensado, e o
acrossoma é visto como uma estrutura bastante elétron-densa em uma extremidade do
nucleo, recobrindo-o como se fosse uma capa. Além disso, 0 nucleo se apresenta com
formato mais alongado, citoplasma bastante reduzido e é possivel observar a presenca
dos microtubulos da manchete (Fig. 3F).

O axonema se apresenta com um par de microtubulos centrais, nove pares de
microtubulos periféricos e nove microtibulos acessérios (9+9+2) (Fig. 4A). E possivel
notar a presenga de microtubulos da manchete, além do nucleo e derivados
mitocondriais juntos ao axonema (Fig. 4B).

Na microscopia de luz podemos observar feixes alongados de espermatozoides,
com cortes da cauda e dos nucleos, mas ndo é possivel dizer se estdo individualizados
(Fig. 4C). Ja em microscopia eletrbnica de transmissdo, encontramos a regido da
cauda dos espermatozéides bastante alongada, notando-se a presenga de axonema e
derivados mitocondriais alongados (Fig. 4D).

As trés fases do ciclo de vida de C. claveri foram avaliadas. Durante a fase de
larva, os cistos acima descritos encontrados foram de espermatogbnias e
espermatécitos. Na fase de pupa, foram detectados muitos cistos de espermatogdnias
e espermatdcitos, e algumas espermatides, a grande maioria em microscopia de luz. Ja

para os adultos, foram encontrados todos os cistos, mas acreditamos que os
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espermatozoides nao estejam maduros, pois ndo os encontramos individualizados em

microscopia eletrénica de transmisséo.
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FIG. 1. Visao geral dos testiculos de larvas, pupas e adultos, em microscopia de luz
(ML) e eletrénica de varredura (MEV). A. Testiculo de larva em ML, com morfologia
arredondada, tunica externa (Te), apresentando células mais arredondadas, e tunica
interna (Ti), com células mais achatadas emintindo septos (S). Nota-se cistos contendo
espermatogbnias (Go) e espermatodcitos (Ct). Coloragcdo: H.E. Barra = 20um. Al.
Detalhe, em microscopia de luz, de cistos de espermatogbnias (Go) em divisdo
sincrénica. Coloragdo: H.E. Barra = 5um. B. Testiculos de larvas em MEV,
apresentando formato arredondado e com presenca de traquéia (Tr) e tecido gorduroso
perivisceral (Tg). Barra = 10um. C. Testiculo de pupa em ML, com formato alongado,
tunica externa (Te) e interna (Ti), com emissao de septos (S) e tecido gorduroso ao
redor (Tg). Presencga de cistos contendo espermatogonias (Go) e espermatdcitos (Ct).
Coloracdo: H.E. Barra = 20um. D. Testiculo de pupa em MEV, apresentando formato
alongado e grande quantidade de tecido gorduroso perivisceral (TQ) e vaso deferente
(Vd). Barra = 25um. E. Vis&o geral do testiculo de adulto de C. claveri em ML. Nota-se
morfologia espiralada, e tecido gorduroso perivisceral recobrindo todo o material (Tg).
Coloragao: H.E. Barra = 50um. F. Testiculo de adulto em MEV, apresentando formato
espiralado e com presencga de traquéia (Tr), tecido gorduroso perivisceral (Tg) e vaso

deferente (Vd). Barra = 50um.
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FIG. 2. Fotomicrografias em microscopia eletrénica de transmissao. A. Cisto contendo
espermatogbnias, com presenga de célula cistica (Cis), nucleo (N) e mitocondrias (M).
Barra = 5um. B. Canais circulares (setas) e grande quantidade de mitocéndrias (M).
Barra = 2,5um. C. Detalhe de fusoma (Fu), canal circular (setas) e mitocondrias (M).
Barra = 1um. D. Cisto de espermatdcitos contendo nucleo (N) e mitocdndiras (M). Barra

=5um.
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FIG. 3. A. Espermatécito de pupa em ML. Nucleo volumoso (N) e estruturas circulares
no citoplasma (Ec). Coloracao: H.E. Barra = 5um. B. Espermatide de pupa em ML.
Grandes estruturas circulares (Ec) e nucleo reduzido (N). Coloragdo: H.E. Barra = S5ym.
C. Varios cistos de espermatides de adulto (Td) em ML. Coloragao: H.E. Barra = Sum.
D. Inicio da formagao do “nebenkern” (Nb) em MET. Barra = 2um. E. “Nebenkern”
desenvolvido (Nb) em MET. Barra = 5um. F. Espermatide de adulto em MET,
apresentando nucleo (N) com cromatina condensada, acrossoma (seta) e microtubulos

da manchete (*). Barra = 500nm.
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FIG. 4. A. Cauda de espermatozdide com axonema (seta) e derivados mitocondriais
(Dm) em MET. Redugao do citoplasma (Cit). Barra = 0,5um. B. Detalhe, em MET, da
regido do axonema (Ax), nucleo (N), microtubulos da manchete (*). Barra = 0,5um. C.
Espermatozoéides (Z) em microscopia de luz. Coloracdo: H.E. Barra = 10pym. D. Cauda
de espermatozodides alongada em MET, notando-se axonema (setas) e derivados

mitocondriais (Dm). Barra = 1um.
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Discusséao

Os testiculos de insetos de diversas ordens e espécies diferem entre si. Em C.
claveri encontramos um par de testiculos que se apresentam arredondados em larvas,
alongados em pupas e espiralados em adultos, com coloracdo passando de
esbranquicada a amarela intensa. Eles sao revestidos por uma tunica que os recobre
externa e internamente, com emissao de septos da camada interna. Esses septos
dividem o testiculo em foliculos, que aparentemente sao dois nesta espécie. Casos
semelhantes s&o encontrados na literatura, como em Zorotypus caudelli (Zoraptera),
onde os testiculos também sao formados por dois foliculos, mas em forma de banana;
nos Hymenoptera Polistes versicolor versicolor e Myschocyttarus cassununga os
testiculos sdo constituidos por trés foliculos, enquanto em Gryon pennsylvanicum o
testiculo possui apenas um foliculo (DALLAI et al., 2011; ARAUJO et al., 2010;
MOREIRA et al., 2012; PAOLI et al., 2013). Nenhum destes estudos da literatura traz a
descricdo do formato dos testiculos durante o desenvolvimento do inseto, como
apresentamos aqui para C. claveri.

Dentro da ordem Hemiptera existem insetos com testiculos ovais (Triatoma
brasiliensis e Triatoma melanica), revestidos por uma membrana testicular, conforme
detectamos em C. claveri (FREITAS et al., 2010). Em quase todos os Diptera, os
testiculos sédo envolvidos por duas camadas de tecido, a tunica externa e interna, e em
testiculo de Chrysomya megacephala analisado em microscopia eletrbnica de
varredura, foi observada uma superficie lisa com penetracdo de traqueiolas
(SUKONTASON et al., 2011). Em C. claveri também foi possivel observar superficie
lisa em todas as fases do desenvolvimento do inseto, com presencga de traquéias e

tecido gorduroso recobrindo todo o testiculo externamente.
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Em C. claveri, o desenvolvimento das células germinativas de machos ocorre
dentro de cistos, revestidos por células cisticas. As células dos cistos sao interligadas
por canais circulares que se originam da citocinese incompleta que ocorre durante a
divisdo mitdtica das espermatogbnias, permitindo a comunicagcdo entre as células
germinativas do cisto e compartihamento de constituintes citoplasmaticos,
sincronizando, por exemplo, as divisdbes celulares mitdéticas e meidticas seguintes
(HAGLUND et al.,, 2011). O aparecimento dos canais circulares € extremamente
estudado e discutido por inUmeros pesquisadores, em diferentes insetos, machos e
fémeas (KING; AKAI, 1971; HIME et al., 1996; ONG; TAN, 2010; GREENBAUM et al.,
2011; HAGLUND et al., 2011). Em Drosophila melanogaster (Diptera), a estrutura dos
canais circulares de machos € diferente do descrito em fémeas. Canais circulares de
insetos machos nao contém um aro de actina filamentosa internamente, que € um dos
principais componentes de canais circulares femininos. Também nao aumentam seu
tamanho, como também ocorre em fémeas, mas mantém um didmetro de 1-1,5 um. A
ultraestrutura dos canais em machos ainda nao foi descrita em detalhes. Sabe-se que
pelo menos quatro proteinas estdo presentes (Pnut, Set1, Set2 e anilina) formando o
canal circular de machos (HIME et al., 1996; GREENBAUM et al., 2011; HAGLUND et
al., 2011). Organizagcao semelhante de cistos, com presenga de canais circulares, foi
encontrada em Apis mellifera (Hymenoptera) e em D. melanogaster (CRUZ-LANDIM,
2001; de CUEVAS; MATUNIS, 2011). Em estudo realizado com Aeolothrips
intermedius (Thysanoptera) os cistos possuem pontes citoplasmaticas entre as células
germinativas, mas a divisdo ndo € sincronizada, e células em diferentes fases de
divisdo sao encontradas (PACCAGNINI et al.,, 2010). Em insetos da ordem Diptera,

Zaprionus indianus e Z. sepsoides, a divisdo é sincronica, e todas as células de um
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cisto estdo na mesma fase de divisdo, como encontrado em nosso estudo (REGO et
al., 2013).

Além dos canais circulares, observamos a presenca de fusoma em C. claveri,
que se assemelha ao reticulo endoplasmatico liso e liga as células germinativas do
cisto através dos canais circulares. O fusoma é derivado de uma estrutura esférica das
células primordiais da linhagem germinativa chamado espectrosoma. Em fémeas, a
medida que as células germinativas dividem-se para formar os cistos, o fusoma cresce
e é distribuido entre as células do cisto. No final das divisdes o fusoma se rompe. Nos
machos, o fusoma se mantém até a fase de espermatide (de CUEVAS et al., 1997,
GREENBAUM et al.,, 2011). Fusomas encontrados em D. melanogaster contém
numerosas vesiculas e tubulos membranosos, que sao similares ao reticulo
endoplasmatico liso, que parecem orientar a construgao dos cistos, mas sua origem e
conteudo s&o desconhecidos (de CUEVAS et al., 1997).

Em larvas foi possivel observar cistos contendo espermatogbnias e
espermatoécitos. Espermatides s6 foram detectadas em pupas e adultos, indicando que
em larvas ainda ndo ocorre o processo de espermiogénese. Larvas de Conwentzia
psociformis (Neuroptera) também nao apresentaram atividade espermatogénica. A
espermiogénese incia-se somente durante a pupagdo. Em espécies de
Coniopterygidae (Neuroptera), os testiculos aparecem normais no estagio larval, mas
sdo degenerados progressivamente na fase de pupa, de modo que reste apenas um
recipiente oval ventral preenchido com espermatozdides no adulto (ZIZZARI et al.,
2008). Em C. claveri, os testiculos ndo se degeneram, embora ainda n&o tenha sido
possivel encontrar espermatozoides maduros em adultos recém-emergidos.

Os espermatécitos em C. claveri se caracterizam pela presenca de nucleos

grandes, mitocondrias e citoplasma pouco elétron-denso. Detectamos a presenga de
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estruturas circulares claras no citoplasma dos espermatocitos que acreditamos ser uma
organizacao funcional da célula para a formagdo de estruturas relacionadas aos
devivados mitoconcriais, tal como o “nebenkern”, que dara origem ao derivado
mitocondrial. Em C. megacephala e Dolycoris baccarum (Heteroptera), a presenga de
espermatécitos também foi observada em pupas, e que, apds divisbes meidticas,
originam as espermatides (SUKONTASON et al., 2011; OZYURT et al., 2013).

A espermiogénese em C. claveri parece ocorrer como na maioria dos insetos,
com formacdo de derivados mitocondriais, acrossoma, axonema, alongamento do
nucleo e individualizagdo dos espermatozdides, descritos em diversos trabalhos
(AFZELIUS; DALLAI, 1988; DUMSER, 1980; NAME et al., 2007; ZIZZARI et al., 2008;
PACCAGNINI et al., 2010; NAME et al., 2012; PAOLI et al., 2013; REGO et al., 2013).

No inicio da formacao dos derivados mitocondriais, as mitocdndrias se agrupam
e comecam a se fundir, formando duas estruturas enroladas uma na outra em camadas
concéntricas, denominada de complexo mitocondrial ou “nebenkern”. Despois de
enovelada, essa massa de mitocdndrias, eventualmente, se divide em duas
constituindo os derivados mitocondriais (PHILLIPS, 1970). Em C. claveri detectamos o
inicio da formacdo do “nebenkern” e seu desenvolvimento mais adiantado, com
aspecto mais elétron-denso que no primeiro estagio. Em seguida aparece dividido em
dois, acompanhando o axonema. Durante a diferenciacao desta estrutura em Lucilia
cuprina (Diptera), o “nebenkern” se transforma em dois derivados mitocondriais com
igual tamanho, no entanto, em Lucilia eximia, o “nebenkern” permanece unico (NAME
et al., 2012). C. psociformis apresenta dois derivados mitocondrias alongados
enquanto que em insetos da familia Mantispidae (Neuroptera), os dois derivados
mitocondriais sdo muito grandes, mostrando difencas entre insetos da mesma ordem

(ZIZZARI et al., 2008; ZIZZARI et al., 2010). Ja em Hypanthidium foveolatum
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(Hymenoptera) e Tylopsis lillifolia (Orthoptera), o “nebenkern” aparece inicialmente
como um aglomerado de mitocondrias e se divide em dois, formando os derivados
mitocondriais (GRACIELLE et al., 2009; VISCUSO et al., 2012).

Em L. cuprina, durante os estagios de maturagdo da espermatide, o acrossoma
se posiciona na parte anterior do nucleo que esta em alongamento, e seu conteudo é
elétron-denso. O nucleo passa por um processo de condensacgao, ocorrendo de duas
formas nesta espécie: condensacdo homogenea em todo o nucleo ou centralizada
numa determinada regidao. Microtubulos foram observados ao redor do nucleo (NAME
et al., 2012). Em H. foveolatum o nucleo se condensa gradualmente, da periferia para a
regido central, e apresenta microtubulos ao redor (GRACIELLE et al., 2009).
Microtubulos também foram observados ao redor do nucleo e do axonema em insetos
da ordem Coleoptera, como Dermestes frischii, em familias dentro da ordem
Neuroptera, como Mantispidae e Coniopterygidae e em Hymenoptera, com G.
pennsylvanicum (HODGES, 1982; ZIZZARI et al., 2008; ZIZZARI et al., 2010; PAOLI et
al., 2013). Em C. claveri podemos observar a condensag¢ao do nucleo centralizada, e
nao em todo o nucleo. Também foi detectada a presenca dos microtubulos da
manchete, que, segundo Dumser (1980), € um agrupamento de microtubulos que
formam uma estrutura cilindrica, a manchete, que auxilia no alongamento da
espermatide. A medida que o citoplasma em alongamento alcanca os microttbulos do
axonema, os microtubulos da manchete se dissociam.

O axonema de C. claveri apresenta organizacao classica descrita para a maioria
dos insetos, com um par de microtubulos centrais, 9 pares de microtubulos periféricos e
9 microtubulos acessorios (9+9+2) (PHILLIPS, 1970). Outros insetos da ordem
Neuroptera possuem arranjos diferentes como 9+9+3, como C. psociformis, Semidalis

sp. e Coniopteryx sp., que € comum em insetos como aranhas (ZIZZARI et al., 2008).
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Ja para Libelloides longicornis e Perlamantista perla, também Neuroptera, o padréo foi
o classico 9+9+2, que, como descrito em Zizzari et al., (2010) é o padrdo na maioria
das espécies de Neuroptera. Para insetos de outras ordens, como H. foveolatum e G.
pennsylvanicum (Hymenoptera), Z. indianus e Z. sepsoides (Diptera), o padréo se
manteve, com o arranjo de 9+9+2 (GRACIELLE et al., 2009; PAOLI et al., 2013; REGO

et al., 2013).
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do 6leo de nim na morfologia dos testiculos
e na espermatogénese de C. claveri, um importante predador de ovos e larvas de
insetos, de grande interesse econdmico. O estudo foi realizado através de analises
citoquimicas e imunocitoquimicas e em microscopia eletrénica de transmissdo. O 6leo
de nim mostrou-se prejudicial ao processo de espermatogénese de C. claveri, uma vez
que os testiculos de animais submetidos ao tratamento apresentaram grande
desorganizagdo na formacdo e no desenvolvimento dos cistos espermaticos,
retardando o processo de espermatogénese e a formagdo de gametas masculinos, o
que pode trazer prejuizos para a reproducdo da espécie. O conhecimento da
morfologia do testiculo e principalmente do processo de espermatogénese de C.
claveri, juntamente com o conhecimento sobre o efeito da ingestdao do 6leo de nim
sobre este 6rgéo reprodutivo, pode trazer importantes contribuigdes sobre a viabilidade
do uso associado do oleo de nim e de crisopideos como predadores naturais n&o alvos
em culturas que priorizam a manutencdo da diversidade e manejo integrado das

pragas.

Palavras-chave: C. claveri, espermatogénese, morfologia, 6leo de nim, testiculos.
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Introducéo

Os insetos da familia Chrysopidae, conhecidos como crisopideos, sdo os mais
estudados dentro da ordem Neuroptera. Sdo importantes predadores encontrados em
muitas culturas de interesse econdmico como algodoeiro, citros, milho, entre outras,
exercendo um importante papel no controle biolégico natural de pragas (FREITAS, 2002;
GALLO et al., 2002; SCUDELER; SANTOS, 2013).

Pesquisas envolvendo plantas com atividade inseticida evoluiram bastante nas
ultimas décadas e plantas da familia Meliaceae tém sido as mais investigadas,
destacando-se o nim (Azadirachta indica A. Juss) por sua atividade inseticida,
provocando diversos efeitos nos insetos, como anti-alimentar, redu¢ao do crescimento,
inibicdo da ecdise, redugao da fecundidade, esterilizacao, mortalidade, repeléncia, entre
outos (SCHMUTTERER, 1990; MORDUE (LUNTZ); BLACKWELL, 1993; ROEL, 2001;
MARTINEZ, 2002). A azadiractina afeta também a reproducgao, tanto se o tratamento for
feito na fase adulta, como ainda na juvenil. A maturagdo reprodutiva é comprometida
(VIEGAS JUNIOR, 2003). O interesse por essa espécie deve-se a presenca de um
composto denominado azadiractina, cuja atividade sobre alguns insetos € comparavel a
dos melhores inseticidas sintéticos encontrados no mercado (SCHMUTTERER, 1990;
MARTINEZ, 2002; NEVES et al., 2003). O dleo de nim afeta diversos 6rgéos e tecidos,
inclusive os testiculos de diversas espécies de insetos (SCHULZ; SCHLUTER, 1983;
SHIMIZU, 1988; LINTON et al., 1997; ABDEL-RAHMAN et al., 2004; TAYADE, 2012;
SCUDELER; SANTOS, 2013; SCUDELER et al., 2013)

Considerando a importancia econémica de C. claveri na agricultura, surge a
necessidade de ampliar o conhecimento a respeito da biologia deste inseto para o
desenvolvimento de novas metodologias de controle biolégico, com o uso do d6leo de

nim para controle e repeléncia de insetos pragas, sem agredir os inimigos naturais.
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Assim, pretendemos avaliar o efeito da ingestdo do 6leo de nim no desenvolvimento e

na morfologia dos testiculos, assim como na espermatogénese de C. claveri.

Material e Métodos

Material Bioldgico

A criagdo de Ceraeochrysa claveri foi realizada no Laboratério de Insetos, no
Departamento de Morfologia do IBB, UNESP, onde os espécimes foram mantidos a
temperatura controlada 25 + 1°C, umidade de 70 + 10% e 12hL:12E de fotoperiodo. As
larvas foram alimentadas com ovos de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Cambridae),
enquanto os adultos receberam dieta a base de levedura de cerveja e mel (1:1).

Os adultos foram criados em gaiolas transparentes de polietileno, com 18x9 cm. A
superficie superior foi revestida internamente com papel sulfite branco, servindo como
substrato para postura das fémeas e colocagdo da dieta. Os ovos foram coletados a
cada trés dias, sendo acondicionados em caixas plasticas de 18x11x5 cm até a
emergéncia das larvas. Apos a ecloséo dos ovos, as larvas foram individualizadas em
potes plasticos de 6x2 cm, e alimentadas com ovos de D. saccharalis. As pupas foram
mantidas no mesmo pote em que ja estavam na fase larval, pois seu casulo adere a
superficie, e acrescentado um pedaco de algodao embebido com agua destilada para
manutenc¢ao da umidade.

Com a emergéncia dos adultos, estes foram retirados e colocados nas gaiolas

formando casais, para manutengao da criagao.

Instalagéo dos Bioensaios
Larvas de C. claveri recém emergidas foram individualizadas em potes plasticos e

alimentadas durante todo o seu periodo larval com ovos de D. saccharalis de um dia,
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tratados em 3 diferentes concentragdes do 6leo de nim emulsionavel (formulagao
comercial Natuneem®): 0,5%, 1,0% e 2,0% diluido em agua destilada. Os ovos foram
tratados através da técnica de imersao (5 s), secos a temperatura ambiente (30 min)
(CORREIA et al., 2009) e colocados nos potes que continham as larvas. Ovos tratados
foram fornecidos em abundancia as larvas e trocados a cada quatro dias, uma vez que o
efeito residual do 6leo de nim é de cinco a sete dias (SCHUMUTTERER, 1990). O
controle foi feito com larvas alimentadas com ovos de D. saccharalis de um dia, imersos

em agua destilada (5s) e secos a temperatura ambiente (30 min).

Microscopia de Luz

Para a coleta e processamento dos testiculos em microscopia de luz, foram
utilizadas larvas de terceiro instar, pupas e adultos dos grupos controle e tratados. As
larvas foram dissecadas trés dias apds sofrerem a ecdise para o terceiro instar. As
pupas foram dissecadas cinco dias apds o dia da pupacgao. Ja os adultos provenientes
do grupo controle e dos grupos tratados foram dissecados 1 dia apds a sua
emergéncia, sendo que, até o periodo da dissecgao, estes adultos foram alimentados
com levedura de cerveja e mel (1:1).

Anélise Citoquimica

Os espécimes foram crioanestesiados e dissecados, pela regidao dorsal, fazendo
uso de solugdo salina para insetos (0.1M NaCl; 0.1M Na2HPO4; 0.1M KH2P0O4) sob
microscopio estereoscopico. Os testiculos foram isolados e fixados em solugédo contendo
paraformaldeido 4% e glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1M, pH 7,3 durante 24
horas. Em seguida, desidratagcdo em séries crescentes de etanol (50%, 70%, 100%),
embebicdo em resina metacrilato-glicol (Kit Leica historesina) e se¢bes de 3 uym foram

cortados em microtomo Leica RM 2045. Os cortes foram corados com Hematoxilina e



58

Eosina (H.E.) (PEARSE, 1972) e analisados em microscopio épitco Leica DM 500 com
sistema de captagao de imagens digital LAS EZ.

Anélise Imunocitoquimica

Apé6s fixacdo inicial por 24h em formalina 10% tamponada, o material foi
submetido a técnica de inclusdo em parafina, seguindo o seguinte protocolo:
desidratagdo em série crescente etanol, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina
histolégica. Os cortes histoldgicos serdo submetidos ao protocolo do kit QIA-33
Calbiochem, para deteccdo de DNA fragmentado em células em processo de morte
celular, conforme Gauvrieli et al. (1992). Os alvos dessa reagao foram os novos finais 3'-
OH gerados pela fragmentacéao internucleossomal do DNA durante o processo de morte
celular. Esta técnica que visa a identificagdo de células em apoptose é conhecida como
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUDP Nick End Labeling).

A analise e documentacao fotografica foi realizada em microscopio optico Leica

DM 500 com sistema de captac&o de imagens digital LAS EZ.

Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

Larvas de terceiro instar, pupas e adultos de C. claveri dos grupos controle e
tratados, foram crioanestesiados brevemente e dissecados em solucdo salina de
insetos (0.1M NaCl; 0.1M Na2HPO4; 0.1M KH2PO4) para remogao dos testiculos.

Para as analises em microscopia eletrénica de transmissao, os testiculos foram
fixados em solucdo de glutaraldeido a 2,5% e 4% de paraformaldeido
em tampéao fosfato 0.1M (pH 7,3) durante 24 horas a temperatura ambiente; pos-
fixados em tetroxido de 6smio a 1% no mesmo tampado durante 2 horas
a temperatura ambiente. Depois de lavados em agua destilada, o material foi

contrastado com acetato de uranila 0,5% em agua durante 2 horas a temperatura
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ambiente. Em seguida, os fragmentos foram desidratados em séries crescentes de
acetona (50%, 70%, 90% e 100%) e embebidos em resina Araldite®. Cortes semi-finos
foram corados com azul de toluidina, enquanto os cortes ultra-finos foram contrastados
com acetato de uranila e citrato de chumbo e, em seguida, analisados em Microscopio
Eletronico de Transmissdo TECNAI, da FEI Company, no Centro de Microscopia

Eletronica do Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu-SP.

Resultados

Grupo controle

As anadlises apontaram que insetos machos de Ceraeochrysa claveri apresentam
um par de testiculos que possuem formato arredondado em larvas, alongado em pupas
e espiralado nos adultos (Figs. 1A-C). A coloracao varia de esbranqui¢cada, em larvas e
pupas, para amarelo intenso em adultos. Cada testiculo possui uma tunica celular que
0 recobre interna e externamente. A camada interna da tunica apresenta células com
citoplasma e nucleo achatados, enquanto a tunica externa apresenta células um pouco
mais arredondadas (Figs. 1A e 1B). Cada testiculo é recoberto ainda por uma camada
de tecido gorduroso perivisceral de coloragédo esbranquigada, formada por uma massa
compacta de células (Fig. 1C).

A espermatogénese em C. claveri ocorre no sentido apical-basal e as células
espermaticas estdo agrupadas em cistos com diferentes estagios de desenvolvimento.
Em cada cisto, todas as células germinativas estdo na mesma fase da
espermatogénese devido a presenca de pontes citoplasmaticas que permitem a
comunicacao entre as células do cisto e assim, o desenvolvimento sincrénico (Figs. 1D

e 2A).
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Os cistos encontrados possuem quatro estagios de maturagao, dividindo-se em
espermatogbnias, espermatécitos, espermatides e espermatozdides. Os cistos
constituidos por espermatogdnias apresentam morfologia esférica, nucleo e citoplasma
volumosos e foram encontrados em todas as fases de desenvolvimento dos insetos, ou
seja, em larvas, pupas e adultos (Fig. 2A). Os cistos de espermatdcitos apresentam
citoplasma menos elétron-denso que das espermatogénias, nucleo grande e nucléolo
evidente. Este tipo de cisto foi observado em todo o ciclo de vida do inseto analisado
(Fig. 2B). Cistos contendo espermatides apresentaram nucleo pequeno e condensado
em um dos polos, rodeado por microtubulos da manchete, que auxiliam no
alongamento das células (Fig. 2C). Também detectamos o “nebenkern”, que € um
agrupamento de mitocoéndrias que da origem aos derivados mitocondriais, e o
axonema, com arranjo de 9+9+2 microtubulos. Cistos de espermatide puderam ser
observados em larvas, pupas e adultos, entretanto, apenas em adultos observamos as
espermatides pela microscopia eletrbnica de transmissdo. Ja os espermatozdides
foram detectados como células de formato alongado, com nucleo acompanhando o
formato celular e dispostas em feixes (Fig. 2D). Porém, estas células ndo puderam ser
detectadas na microscopia eletrénica de transmiss&o. Pretendemos investigar melhor
esta fase na ultraestrutura.

Grupos tratados com Oleo de nim

O formato dos testiculos nao apresentou diferengcas em nenhuma das
concentracbes de 6leo de nim testadas. Em microscopia de luz e eletrénica de
transmissdo podemos observar alteragdes na tunica externa em todos os grupos
tratados com 6leo de nim (Figs. 3A e 3C). As células que compdem esta tunica
apresentaram uma forma mais achatada como a que apresenta a tunica interna, e

citoplasma bastante vacuolizado. Ja nos cistos espermaticos, podemos observar uma
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grande retracdo, com espagamento bastante evidente os cistos de testiculos
submetidos a todos os tratamentos (Figs. 3A, B e D).

Entre as células germinativas, cistos de espermatogbnias nao apresentaram
alteragdes morfolégicas em relagdo ao grupo controle. Os cistos contendo
espermatécitos apresentaram alteragbes no formato do nucleo, o qual apresenta-se
com contorno mais irregular que o controle (Fig. 3E). Cistos contendo espermatides
nao foram observados em pupas tratadas com 2% de 6leo de nim, porém, em adultos,
estes cistos apareceram em grande quantidade (Fig. 3F). Assim como no grupo
controle, cistos contendo espermatozodides foram observados em todos os grupos
experimentais (Fig. 4A). O que parece ter ocorrido € uma certa desorganizagcdo quanto
a maturacgao dos cistos, ja que eles nao foram encontrados em ordem de maturagao no
sentido apical-basal, como é o caso do grupo controle, mas sim diferentes estagios de
maturagcdo na mesma regiao do testiculo (Fig. 4B).

Foram detectados cistos com células em processo de morte celular (Figs. 4C e
4D). Todas as células do cisto se encontraram em degeneragdo, com nucleo
condensado e organelas degeneradas. Para o teste do tunel em testiculo de larvas,
nao observamos marcagdes positivas para apoptose em células germinativas em
nenhum tratamento. Apenas células cisticas e da tunica apresentaram marcagao

positiva (Figs. 4E-H).
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FIG. 1. Visao geral dos testiculos de larvas, pupas e adultos do grupo controle, em
microscopia de luz (ML). A. Testiculo de larva com morfologia arredondada, tunica
externa (Te), apresentando células mais arredondadas, e tunica interna (Ti), com
células mais achatadas emintindo septos (S). Podemos observar cistos de
espermatogbnias (Go). Coloragao: H.E. Barra = 10um. B. Testiculo de pupa com
formato alongado, tunica externa (Te) e interna (Ti) e tecido gorduroso ao redor (Tg).
Presenca de cistos de espermatogbnias (Go) e espermatocitos (Ct). Coloragdo: H.E.
Barra = 10um. C. Visao geral do testiculo de adulto de C. claveri. Nota-se morfologia
espiralada, e tecido gorduroso perivisceral recobrindo todo o material (Tg). Coloragao:
H.E. Barra = 50um. D. Detalhe de cistos de espermatogbnias (Go) em diviséo
sincrénica (*), com células cisticas (Cc) ao redor dos cistos. Coloracdo: H.E. Barra =

Sum.
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FIG. 2. A. Cisto contendo espermatogdnias, com presenca de nucleo (N), mitocéndrias
(M), canais circulares (setas). Notar diferenca de densidade entre o nucleo e o
citoplasma. Barra = 2,5um. B. Cisto de espermatdcitos contendo nucleo (N) e
mitocdndiras (M), canais circulares (seta). Barra = 2,5um. C. Cisto de espermatides
apresentando nucleo (N) com cromatina condensada, microtubulos da manchete (*),
derivados mitocondriais (Dm) e axonema (Ax). Barra = 500nm. D. Espermatozoides (Z)

em microscopia de luz. Coloracao: H.E. Barra = 10um.
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FIG. 3. Grupos tratados com 6leo de nim. A. Testiculo de larva tratada a 0,5%.
Presenca de cistos contendo espermatogdnias (Go) e espermatdcitos (Ct) e septo (S).
Retracao dos cistos (Rt). Coloracéo: H.E. Barra = 10um. B. Testiculo de adulto tratado
a 0,5%. Deformacao na tunica (Te) e retragdo dos cistos (Rt). Tecido gorduroso (Tg) ao
redor do testiculo. Coloragao: H.E. Barra = 50pm. C. Tunica de pupa tratada a 2%, em
MET. Grande vacuolizacao (V) e retracao (Rt), e presenca de nucleos (N). Barra =
1um. D. Varios cistos de espermatides (Td) de adulto tratado a 1%, em MET. Notar
espacamento entre os cistos (Rt). Barra = 2,5um. E. Nucleo (N) de espermatdcito de
larva, tratada a 0,5%, em MET. Contorno irregular (setas). Barra = 2,5um. F. Grande
quantidade de espermatides (Td) e presenga de espermatdcito (Ct) em adultos tratados

a 0,5%, em ML. Coloragado: H.E. Barra = 10um.
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FIG. 4. A. Cistos de espermatozoides (Z) em adultos tratados a 1% em ML e grande
quantidade de espermatides (Td). Coloracdo: H.E. Barra = 10um. B. Testiculos de
adulto tratado a 2%, em ML, apresentando desorganizagao dos cistos. Podemos notar
a presenca de espermatogbnias (Go) juntamente com espermatdcitos (Ct) e
espermatides (Td). Tunica irregular (setas). Coloracdo: H.E. Barra = 10um. C. Cisto
com caracterisitica de morte celular, em larva tratada a 2%. Citoplasma em
degeneragao (Dg) e nucleo condensado (N). Barra = 2,5um. D. Detalhe em MET de
célula em processo de morte, de larva tratada a 2%. Nucleo com cromatina
condensada (N). Barra = 1um. E. Teste do TUNEL em larva controle. Marcagéo
positiva em célula da tunica (seta). Barra = 10um. F. Teste do TUNEL em larva tratada
a 0,5%. Marcacgao positiva em célula cistica (seta). Barra = 10um. G. Teste do TUNEL
em larva tratada a 1%. Marcagao positiva em célula cistica (seta). Barra = 10um. H.
Teste do TUNEL em larva tratada a 2%. Marcagao positiva em células da tunica e

cisitica (setas). Barra = 10um.
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Discusséao

Os testiculos de C. claveri apresentam formato arredondado em larvas,
alongado em pupas e espiralado em adultos. A superficie é lisa e recoberta por tecido
gorduroso, apresentam traquéias em seu exterior € o vaso deferente também pode ser
observado. Na literatura podemos encontrar insetos com os mais diversos formatos e
coloragdes de testiculos, como exemplo, em duas espécies de Triatoma (Hemiptera) e
em Chrysomya megacephala (Diptera), os testiculos possuem formato oval, mas em
adultos de Dolycoris baccarum (Heteroptera), os testiculos possuem formato alongado.
O testiculo desses insetos € recoberto por uma membrana testicular, interna e
externamente (FREITAS et al., 2010; SUKONTASON et al., 2011; OZYURT et al.,
2013).

Para grupos tratados com 6leo de nim, o formato ndo foi alterado com os
tratamentos e a presencga de tecido gorduroso, traquéias e vaso deferente se manteve.
Em Schistocerca gregaria (Orthoptera), insetos que receberam inje¢cdes de azadiractina
pura, em diferentes concentragdes, apresentaram seus testiculos significativamente
menores em comprimento, largura e peso, quando comparados ao grupo controle
(LINTON et al., 1997). Ainda em Orthoptera, Heteracris littoralis apresentou redugao no
comprimento dos testiculos em insetos tratados topicamente com azadiractina, de
6,25mm para 5,15mm (GHAZAWI et al., 2007).

A mesma organizagao dos testiculos em cistos encontrada em C. claveri foi
observada em trés subfamilias de Aphidoidea, Tylopsis liliifolia (Orthoptera), Lagria
villosa (Tenebrionidae) e D. baccarum (VITALE et al.,, 2011; VISCUSO et al., 2012;
DIAS et al., 2013; OZYURT et al., 2013). Os cistos encontrados no grupo controle
apresentaram caracteristicas normais, sendo estes cistos constituidos por

espermatogénias, espermatocitos, espermatides e espermatozoides.
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Para os grupos de C. claveri tratados com 6leo de nim, foram observadas
alteracbes na tunica externa em todas as concentracdes testadas (0,5, 1 e 2%). Em
Mamestra brassicae (Lepidoptera) a azadiractina causa degeneracdo dos
espermatdcitos, e o autor sugere uma agao direta da azadiractina na membrana
testicular, tornando o tecido incapaz de desenvolver espermatécitos (SHIMIZU, 1988).
Em trabalho realizado por Nisbet et al. (1995) com S. gregaria, foi utilizado um derivado
radiomarcado de azadiractina, com atividade biolégica semelhante a molécula original,
para identificar alguns dos tecidos onde a azadiractina se liga, e obtiveram como
resultado que 94% deste composto se liga as membranas testiculares. Machos de
Melanoplus sanguinipes (Orthoptera) tratados topicamente com azadiractina (25 a 200
ppm), houve desintegracao do epitélio testicular, degeneracdo de espermatides e de
feixes de espermatozoides (TAYADE, 2012).

Em C. claveri encontramos um possivel retardo na espermatogénese, onde
observou-se uma grande quantidade de cistos contendo espermatides, e uma discreta
reducdo no numero de cistos de espermatozoides. Schulz; Schluter (1983) e Abdel-
Rahman et al. (2004), relataram degeneracao dos feixes de espermatozdides em
Epilachna varivestis (Coleoptera) e Pectinophora gossypiella (Lepidoptera),
respectivamente. Em S. gregaria, a azadiractina ligou-se preferencialmente a um dos
componentes da cauda dos espermatozéides (NISBET et al., 1996). Em H. Littoralis
houve degeneracdo do epitélio testicular e das espermatides. Em concentragdes
elevadas, a formacéo de cistos em torno das espermatogénias foi inibida, e ndo houve
desenvolvimento de espermatdcitos, mas em concentracbes mais baixas, o processo
de formacao de espermatdécitos prossegue até o aparecimento dos espermatozoides,

mas podem ocorrer degeneragdes (GHAZAWI et al., 2007).
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No teste do TUNEL em larvas de C. claveri, a ingestdo do 6leo de nim nao
induziu a morte celular por apoptose, uma vez que nao foram encontradas diferengas
qualitativas de células em apoptose entre os grupos tratados e controle. Varios casos
de morte celular por apoptose sao relatados na literatura, em diversos 6rgaos de
insetos como intestino, ovarios e testiculos (GREGORC; BOWEN, 1997;
HARTFELDER; STEINBRUCK, 1997; POLANSKA et al., 1997; CAGAN, 2003). Cistos
em processo de morte foram verificados, mas é possivel que seja um caso, por
exemplo, de remocdo cistos anormais ou durante a diapausa de alguns insetos
(POLANSKA et al.,, 1997; CAGAN, 2003). Em estudo de intestino de C. claveri
submetido ao mesmo tratamento que o do presente trabalho, mostrou que o 6leo de

nim nao causou morte celular por apoptose no tecido (SCUDELER; SANTOS, 2013).
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v' O testiculo de Ceraeochrysa claveri apresenta formatos diferentes durante o
desenvolvimento do inseto, ou seja, se apresenta arredondado em larvas,

alongado em pupas e espiralado em adultos;

v" O desenvolvimento das células germinativas ocorre dentro de cistos, no sentido
apical-basal. Os cistos encontrados foram de espermatogbnias, espermatdcitos,
espermatide e espermatozdides, e a maturagao destes cistos ocorre de maneira
semelhante a diversos outros insetos, com divisbes mitéticas nas
espermatogébnias, divisdes meidticas nos espermatoécitos, e diferenciacdo das

espermatides em espermatozdides;

v" O ¢6leo de nim mostrou-se prejudicial ao processo de espermatogénese em C.
claveri, uma vez que os testiculos apresentaram desorganizacdo na formacao e
no desenvolvimento dos cistos espermaticos, retardando o processo de
espermatogénese e a formagao de gametas masculinos, o que pode trazer

prejuizos para a reprodugao da espécie.
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