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Resumo

Insetos da familia Chrysopidae sdo inimigos naturais utilizados no controle bioldgico, sendo
uma importante ferramenta na agricultura organica e no manejo integrado de pragas. Além do
controle bioldgico utilizando esses insetos, 0 uso de inseticidas naturais vem ganhando grande
destaque, pois sdo menos prejudiciais a0 homem e ao ambiente. Entretanto, o uso de
inseticidas sintéticos ainda é muito alto e acaba interferindo no ciclo de vida dos inimigos
naturais, e consequentemente, no controle biolégico de pragas. Com o proposito de avaliar o
efeito da azadiractina e piriproxifem sobre os testiculos do crisopideo Ceraeochrysa claveri,
insetos foram expostos a esses compostos nas concentragbes 12 e 36mg i.a./L para a
azadiractina (formulacdo comercial Azamax®), e 50 e 100mg i.a./L para o piriproxifem
(formulacdo comercial Tiger 100 EC®). Os testiculos de adultos foram avaliados através de
técnicas morfoldgicas e andlise do transcriptoma, além da avaliacdo do ciclo de vida dos
insetos, fecundidade e fertilidade. Os resultados mostraram que os dois inseticidas causaram
poucas alteracdes morfoldgicas nos testiculos, como espacamento entre os cistos, e alteraces
na tdnica que o recobre. Os grupos tratados ndo apresentaram alteracdes nas marcacfes dos
filamentos de actina e microtubulos, bem como nas anélises estatisticas, onde houve apenas
reducdo da fecundidade, mas mantendo a viabilidade dos individuos gerados. J& a analise do
transcriptoma apontou diferenca na expressdo dos genes de nucleoporinas, proteinas
ribossomais e dedo de zinco, podendo estar relacionadas ao processo de espermatogénese e
fecundidade dos insetos. Esses resultados nos mostram que os dois inseticidas podem ser
adequados para uso em programas de manejo que visam conservar e aumentar a populacao de
inimigos naturais, entretanto a compatibilidade em campo desses inseticidas com C. claveri

deve ser avaliada.

Palavras-chave: Ceraeochrysa claveri; morfologia; azadiractina;  piriproxifem;

transcriptoma; testiculos



Abstract

Insects of the Chrysopidae family are natural enemies used in biological control, being an
important tool in organic agriculture and in integrated pest management. In addition to the
biological control using these insects, the use of natural insecticides has gained great
prominence, as they are less harmful to man and the environment. However, the use of synthetic
insecticides is still very high and ends up interfering in the life cycle of natural enemies, and
consequently, in the biological control of pests. In order to evaluate the effect of azadirachtin
and pyriproxyfen on the testes of the chrysopid Ceraeochrysa claveri, insects were exposed to
these compounds in concentrations 12 and 36mg ia / L for azadirachtin (commercial
formulation Azamax®), and 50 and 100mg ia / L for pyriproxyfen (commercial formulation
Tiger 100 EC®). Adult testes were evaluated using morphological techniques and transcriptome
analysis, in addition to assessing the life cycle of insects, fecundity and fertility. The results
showed that the two insecticides caused few morphological changes in the testes, such as
spacing between the cysts, and changes in the tunic that covers it. The treated groups showed no
changes in the markings of the actin filaments and microtubules, as well as in the statistical
analyzes, where there was only a reduction in fecundity, but maintaining the viability of the
generated individuals. The analysis of the transcriptome pointed out a difference in the
expression of the genes of nucleoporins, ribosomal proteins and zinc finger, which may be
related to the process of spermatogenesis and fecundity of insects. These results show us that
the two insecticides may be suitable for use in management programs that aim to conserve and
increase the population of natural enemies, however the compatibility in the field of these
insecticides with C. claveri must be evaluated.

Keywords: Ceraeochrysa claveri; morphology; azadirachtin; pyriproxyfen; transcriptome;

testis



1. Introducéo

A familia Chrysopidae contém cerca de 1200 espécies distribuidas em 75 géneros e 11
subgéneros. As larvas de todas as espécies, bem como alguns adultos, sdo predadoras e podem
ser importantes no controle bioldgico de insetos praga. Ceraeochrysa é um dos géneros de
Chrysopidae mais diversos, com 46 espécies descritas no mundo, dentre elas Ceraeochrysa
claveri (Canard et al., 1984; Freitas, 2002; Pappas et al., 2011).

Os insetos da familia Chrysopidae s&o encontrados em diversas culturas de interesse
econdmico como algodoeiro, citros, milho, entre outras. 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 laboratério, elevado potencial de reproducdo, além de ndo
necessitarem de presas na fase adulta (Freitas, 2002; Gallo et al., 2002; Pappas et al., 2011).

Os crisopideos séo insetos holometabolicos, caracterizados por apresentarem as fases de
ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1). Os ovos sdo colocados na extremidade de um pedicelo, que
serve como mecanismo de protecéo contra predacéo ou canibalismo (Canard et al., 1984; Gallo
et al., 2002; Pappas et al., 2011). O desenvolvimento larval apresenta trés instares, nos quais as
larvas sdo predadoras. As larvas possuem o habito de cobrirem-se com detritos diversos ou com
suas proprias exuavias, o que Ihes confere o nome de bicho-lixeiro (Gepp, 1984; Pappas et al.,
2011). Ao final do terceiro instar, as larvas tecem um casulo e empupam, e, ao completarem o
seu desenvolvimento, abandonam o casulo por meio de uma abertura circular, passam por mais
uma ecdise e surge o adulto (Gepp, 1984; Canard et al., 1984; Bezerra et al., 2009; Scudeler et
al., 2013).

Segundo Canard et al. (1984), os adultos sdo insetos pequenos, apresentando corpo
delicado e coloracdo geralmente esverdeada, asas membranosas reticuladas e pernas
ambulatérias normais (Gallo et al., 2002; Freitas, 2002). Seus habitos alimentares sdo variaveis,
sendo constituidos de polen, exsudatos acgucarados das plantas, honeydew e nectar; outras

podem ser predadoras (Freitas, 2002).



Ceraeochrysa claveri (Neuroptera: Chrysopidae)
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Figura 1. Esquema representando o ciclo de vida de Ceraeochrysa claveri e a duragdo dos estagios de
desenvolvimento.

A presenca de crisopideos é relatada em diferentes ecossistemas naturais e implantados.
Dentre 0s géneros que ocorrem no Brasil, Ceraeochrysa Adams (Neuroptera: Chrysopidae)
contém espécies com atributos que podem tornad-las predadoras importantes em varios
ecossistemas agricolas (Medina et al., 2003). Algumas espécies sdo consideradas relativamente
tolerantes a alguns pesticidas, podendo desenvolver resisténcia seja consumindo outros insetos
gue foram expostos com inseticidas ou por contato direto com inseticidas (Wu; Miyata, 2005;
Pathan et al., 2008; Sayyed et al., 2010; Mansoor et al., 2017; Mansoor; Shad, 2019). O Manejo
Integrado de Pragas (MIP) visa reduzir a quantidade de pragas a niveis toleraveis utilizando
meétodos de manejo ecologicamente corretos e economicamente sustentaveis, envolvendo o uso
de pesticidas quando necessario. Portanto, o conhecimento sobre os efeitos dos pesticidas em
organismos benéficos € indispensavel, (Chen; Liu, 2002; Medina et al., 2003; Cloyd; Dickinson,
2006; Jonsson et al., 2008; Biondi et al., 2012), e a selecdo daqueles que podem ser utilizados

em conjunto é considerado crucial (Roubos et al., 2014).

A busca por métodos alternativos de controle inclui a utilizagdo de produtos naturais que
geralmente sdo menos prejudiciais ao ambiente, dentre os quais destacam-se os inseticidas de

origem vegetal (Adnan et al., 2014; Celestino et al., 2014). Pesquisas envolvendo plantas com



atividade inseticida evoluiram bastante nas Ultimas décadas e a familia Meliaceae tém sido uma
das mais investigadas. O nim indiano (Azadirachta indica A. Juss) tem se destacado devido a
presenca de um composto denominado azadiractina, presente nas folhas, frutos e sementes, cuja
atividade sobre alguns insetos é comparavel a dos melhores inseticidas sintéticos encontrados
no mercado (Schmutterer, 1990; Benelli et al., 2014).

A azadiractina foi um dos primeiros componentes ativos a serem isolados do nim, e
provou ser o principal ingrediente no combate aos insetos, atuando por contato ou ingestdo
(Schmutterer, 1990; Medina et al., 2003; Isman, 2006). Esta molécula interfere no sistema
endocrino ao prejudicar as vias do hormonio juvenil (JH) e 20-hidroxiecdisona, que estdo
envolvidas na regulacdo de muitas funcdes fisioldgicas, levando a efeitos deletérios no
desenvolvimento e reproducdo, como efeito anti-alimentar, reducdo do crescimento, inibicdo da
ecdise, reducdo da fecundidade e longevidade de adultos, esterilizacdo, inibi¢cdo de oviposicao,
mortalidade e repeléncia (Mordue (Luntz); Blackwell, 1993; Coats, 1994; Mordue (Luntz) et
al., 2005; Isman, 2006; Bernardi et al., 2013; Correia et al., 2013; Adnan et al., 2014; Aribi et
al., 2017; Oulhaci et al., 2018).

Como o uso de inseticidas sintéticos ainda é muito grande, estudos tém sido realizados
para avaliar a compatibilidade desses inseticidas com insetos predadores, incluindo algumas
espécies de crisopideos (Medina et al., 2003; Cloyd; Dickinson, 2006). A maioria dos estudos
avaliou principalmente os efeitos letais de inseticidas sintéticos, no entanto, é importante avaliar
os efeitos subletais ou a longo prazo, que também podem afetar a viabilidade do uso de

inimigos naturais com pesticidas (Cloyd; Dickinson, 2006).

Entre os inseticidas sintéticos utilizados que mimetizam o horménio juvenil, destacamos
o piriproxifem, que provoca desequilibrio nos niveis desse horménio no inseto, resultando em
forte supressdo da embriogénese, metamorfose, formacdo de adultos e esterilidade em muitos
insetos praga (Boina et al., 2010; Fernandez et al., 2012). E bastante utilizado no controle de
mosca branca, cochonilhas e em programas de manejo em culturas de algod&o (Ishaaya et al.,
1994; 2007).

Os efeitos de ambos os inseticidas sobre insetos alvo (pragas) sdo bem conhecidos,
principalmente os efeitos relacionados ao ciclo de vida e a reprodugdo dos mesmos, devido ao
objetivo de se criar estratégias efetivas no controle destas pragas. Contudo, 0s inimigos naturais
gue se encontram nesses ecossistemas/ambientes ou que fazem parte do manejo integrado de

pragas, também sofrem as acdes desses inseticidas, e conhecer os efeitos destes produtos nesses
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individuos e em especial, na sua reproducdo, é de extrema importancia para a manutencéo

destas espécies, assegurando uma agricultura mais sustentavel.

Nos crisopideos, o aparelho reprodutor masculino é constituido por um par de testiculos,
vasos deferentes, vesiculas seminais, glandulas acessorias e canal ejaculador, onde a principal
funcdo € a producdo e armazenamento de espermatozoides e seu transporte, de forma viavel,
para o trato reprodutivo feminino (Chapman, 1998; Gullan, 2007). Os testiculos s&o
constituidos por foliculos testiculares, e em larvas de C. claveri apresentam-se em pares, com
formato arredondado e coloragdo esbranquicada, passando para formato alongado em pupas e
espiralados em adultos, adquirindo coloragdo amarela intensa (Garcia et al., 2019). Dentro dos
foliculos, as células germinativas sdo agrupadas em cistos, que se encontram em diferentes
estagios de maturacdo, no sentido apical-basal. Dentro de cada cisto o desenvolvimento é
sincrénico, devido a presenca de pontes citoplasmaticas que surgem durante a citocinese

incompleta das células germinativas (Gullan, 2007; Klowden, 2007; Garcia et al., 2019).

Diversos autores relataram efeitos da azadiractina em testiculos de insetos praga, como
degeneracdo dos feixes de espermatozoides, espermatocitos, diminuicdo do nimero de cistos
por testiculo, e ainda acdo direta da azadiractina na membrana testicular (Shimizu, 1988; Linton
et al., 1997; Abdel-Rahman et al., 2004; Tayade, 2012; Aribi et al., 2017; Oulhaci et al., 2018),
mas seus efeitos sobre insetos ndo-alvo ainda sdo pouco conhecidos. A literatura aponta a
existéncia de efeitos negativos sobre os inimigos naturais, embora pare¢cam ser menos intensos

do que sobre as pragas (Schmutterer, 1990; Isman, 2006; Celestino et al., 2014).

A compatibilidade de piriproxifem com crisopideos e outros inimigos naturais tem sido
relatada na literatura como segura (Rugno et al., 2015; 2016), mas em alguns estudos mostrou-
se prejudicial, possuindo efeito ovicida e larvicida, reduzindo fecundidade de fémeas e
viabilidade de ovos, e sua compatibilidade vem sido questionada, (Chen; Liu, 2002; Cloyd;
Dickinson, 2006; Ginjupalli; Baldwin, 2013; Fogel et al., 2016; Ono et al., 2017; He et al.,
2018; Sohail et al., 2019). A maioria desses estudos relatam apenas os efeitos no ciclo de vida e
alguns aspectos reprodutivos dos insetos como fecundidade e fertilidade, enquanto aspectos

morfoldgicos e/ou ultraestruturais dos 6rgaos reprodutivos nao sao abordados.

Outra forma de conhecer esses efeitos é através da introdugdo de novas tecnologias
como 0 sequenciamento de proxima geracdo (NGS), que € uma ferramenta valiosa para a
obtencdo de grandes quantidades de informacdo genética de organismos ndo-modelo, como
insetos (Schuster, 2008). Analise de transcriptoma é uma poderosa ferramenta para a pesquisa,

permitindo o desenvolvimento de estratégias de controle de pragas com base na caracterizagéo e
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exploracdo de genes relacionados a vérios fatores importantes, como a acdo inseticida e o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia (Oppenheim et al., 2015; Liu et al., 2016), tendo
sido bastante utilizada em estudos com insetos praga (Ridgeway; Timm, 2014; Nascimento et
al., 2015; Gao et al., 2018; Merlim; Cénsoli, 2019; Wei et al., 2019; Chen et al., 2020; Meng
et al., 2020; Chen et al., 2021). O uso de ferramentas de bioinformética também tem sido
amplamente utilizadas no ambito de expressdo génica baseada em read counts (Anders; Huber,
2010; Anders et al., 2013). Tais ferramentas associadas a analises de ontologia permitem
estabelecer uma relacdo entre genes alterados e respectivas fungdes de uma forma global e
eficaz, possibilitando um melhor entendimento sobre as variacbes presentes entre tipos

diferentes de tratamento.

Considerando a importancia econdmica de C. claveri na agricultura e manejo integrado
de pragas, este trabalho tem por objetivo avaliar o efeito do biopesticida azadiractina e do
inseticida sintético piriproxifem neste inimigo natural. Com base em analises morfoldgicas,
ultraestruturais e moleculares dos testiculos desse inseto, pretendemos avaliar o efeito da
ingestdo de azadiractina e piriproxifem neste 6rgdo, bem como avaliar a fecundidade de fémeas

e a fertilidade dos ovos provenientes do cruzamento entre fémeas controle e machos tratados.
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2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do biopesticida azadiractina e do inseticida
sintético piriproxifem nos testiculos de insetos adultos de Ceraeochrysa claveri do seguinte
modo:

- Diferencas morfoldgicas e ultraestruturais nos testiculos de insetos adultos;

- Avaliagdo do numero de ovos provenientes do cruzamento entre machos tratados e fémeas ndo
tratadas (fecundidade);

- Avaliacdo da fertilidade dos ovos provenientes do cruzamento entre machos tratados e fémeas
ndo tratadas;

- ldentificacdo dos genes diferencialmente expressos nos testiculos apds exposicdo aos

inseticidas.
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4. Resultados

Os resultados obtidos estdo apresentados na forma de artigos cientificos, que serdo

submetidos a revistas especializadas. Os artigos foram denominados como Capitulo 1 e 2.

Capitulo 1: Impact of ingestion of Azadirachtin and Pyriproxyfen on reproduction of

male insects of the natural enemy Ceraeochrysa claveri

Capitulo 2: Genes diferencialmente expressos nos testiculos de Ceraeochrysa claveri

em resposta aos inseticidas Azadiractina e Piriproxifem
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Abstract

The great demand for sustainable agriculture has brought interest in new pest control
methodologies, including compatibility between natural enemies, such as Ceraeochrysa
claveri and insecticides, both natural and synthetic. Within this panorama, the objective of
this work was to evaluate the effect of the intake of Azadirachtin and Pyriproxyfen on the
reproduction of males of C. claveri. For this, morphological analyzes were used in light and
transmission electron microscopy, confocal microscopy, in addition to statistical analysis of
the life cycle, fecundity and fertility of treated insects. The results showed that both
insecticides caused few morphological changes in the testes, such as spacing between the
cysts, in addition to changes in the tunic that covers it. The treated groups showed no changes
in the markings on actin filaments and microtubules, as well as in the statistical analyzes,
where there was only a reduction in fecundity, but maintaining the viability of the generated
individuals. These results indicate that these insecticides could be suitable for use in
management programs aimed at conserving and increasing the population of natural enemies.
However, further studies should be carried out to assess the compatibility of these insecticides

with C. claveri in field conditions.

Keywords: biopesticide; green lacewing; morphology; testes; ultrastructure.
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Introduction

Ceraeochrysa claveri is an insect belonging to the family Chrysopidae, where the
larvae are predators and can be used in the biological control of pest insects, thereby
minimizing the use of insecticides that harm the environment. Due to its predatory efficiency,
wide prey variety and high productive potential, C. claveri is considered one of the most
effective agents for controlling agricultural pests (Canard et al., 1984; Freitas; Penny, 2001,
Pappas et al., 2011; Scudeler; Santos, 2013).

Integrated Pest Management (IPM) recommends the use of selective products that
preserve natural enemies. Therefore, knowledge about the effects of pesticides on beneficial
organisms is indispensable, since the exclusive use of biological control may not be sufficient
to control pest-insect populations (Chen; Liu, 2002; Medina et al., 2003; Cloyd; Dickinson,
2006; Jonsson et al., 2008), whereas the selection of those that can be used in conjunction is
considered crucial (Roubos et al., 2014).

The search for alternative control methods includes the utilization of natural products
that are generally less harmful to the environment, among which plant-based insecticides
stand out (Adnan et al., 2014; Celestino et al., 2014). Azadirachtin was one of the first active
components to be isolated from the neem tree, and proved to be the main ingredient in
combating insects, acting by contact or ingestion (Schmutterer, 1990; Medina et al., 2003;
Isman, 2006). This molecule interferes with the endocrine system by damaging the juvenile
hormone (JH) and 20-hydroxyecdysone pathways, which are involved in the regulation of
many physiological functions, leading to deleterious effects on development and
reproduction, such as anti-feeding effect, growth reduction, inhibition of ecdysis, reduction of
fertility and longevity of adults, sterilization, inhibition of oviposition, mortality and
repellency (Mordue (Luntz); Blackwell, 1993; Coats, 1994; Mordue (Luntz) et al., 2005;
Isman, 2006; Bernardi et al., 2013; Correia et al., 2013; Adnan et al., 2014; Aribi et al., 2017;
Oulhaci et al., 2018).

Studies have also been performed to assess the compatibility of synthetic insecticides
with predatory insects, including some species of Chrysopidae (Medina et al., 2003; Cloyd,;
Dickinson, 2006). The majority of studies mainly assess lethal effects, but these insecticides
are capable of provoking a variety of sublethal effects such as changes in growth, larval
development and reproduction, in addition to biological parameters such as fecundity, fertility
and longevity (Chen; Liu 2002; Cloyd; Dickinson, 2006; Desneux et al., 2007; Biondi et al.,
2012; Fogel et al., 2016; Ono et al., 2017; He et al., 2018; Sohail et al., 2019; Jindra; Bittova
2020).
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Among the utilized synthetic insecticides that mimic the juvenile hormone, we
highlight Pyriproxyfen, which provokes imbalance in the levels of this hormone in the insect,
resulting in strong suppression of embryogenesis, metamorphosis, adult formation and
sterility in many pest insects (Boina et al., 2010; Fernandez et al., 2012). It is widely used in
control of the whiteflies, mealybugs and in programs for cotton crop management (Ishaaya et
al., 1994; 2007).

The effects of both insecticides on target insects are well known, especially those
related to their life cycle and reproduction, due to the objective of creating effective strategies
to control these pests. However, the natural enemies that are found in these ecosystems /
environments or that comprise part of Integrated Pest Management also suffer from the
actions of these insecticides, so that knowing the effects of these products on these individuals
and in particular, on their reproduction, is extremely important for maintenance of these
species, ensuring a more sustainable agriculture.

Considering the economic importance of C. claveri in agriculture and in Integrated
Pest Management, this work aims to evaluate the effect of the biopesticide azadirachtin and
the synthetic insecticide pyriproxyfen on this natural enemy. Based on morphological,
ultrastructural and molecular analyses of the testes of this insect, we intend to evaluate the
effect of the ingestion of azadirachtin and pyriproxyfen on this organ, as well as to assess the
fecundity of females and the fertility of eggs originating from the crossing between control

females and treated males.

Material and Methods

Insects

The present study utilized recently hatched C. claveri larvae, obtained from a colony
maintained at the Insects Laboratory at the Biosciences Institute of UNESP, Botucatu, Sao
Paulo, Brazil. The insect colony and the bioassays were maintained in a growth chamber
under controlled environmental conditions: temperature, 25 + 1°C; relative humidity, 70 %
10%; and photoperiod, 12:12 h (light / dark). Larvae of C. claveri were fed ad libitum eggs of
Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) until the formation of pupae. The adults were
raised on an artificial diet composed of honey and brewer’s yeast (1:1, v:v). The D.
saccharalis eggs were supplied by CETMA Comércio de Agentes para Controle Bioldgico,

Lencdis Paulista, S&o Paulo state, Brazil.
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Bioassays

Larvae of recently hatched C. claveri were fed ad libitum eggs of D. saccharalis
treated with two concentrations of each insecticide tested. For azadirachtin, the commercial
formulation Azamax® (UPL do Brasil — Industria e Comércio de Insumos Agropecuarios
S.A., ltuverava-SP, Brazil) was used, diluted in distilled water at the concentrations 12 and
36mg of active ingredient (a.i.) L™!, while Pyriproxyfen was used in its commercial
formulation Tiger 100 EC® (Sumitomo Chemical do Brasil Representacfes Ltda, S&o Paulo,
Brazil) diluted at the concentrations 50 and 100mg a.i. L~!. The commercial formulations
used in this study, as well as their dosages, were selected from the records at the Ministry of
Agriculture, Livestock and Food Supply (MAPA, 2020), with the lowest and highest dosages
of each product being chosen according to the crop in which the presence of chrysopids has
been recorded.

The C. claveri larvae were randomly divided into four experimental groups (n= 30 per
group), and each experimental group comprised five replicates. The insects were
individualized in polyethylene pots and fed D. saccharalis eggs that had been treated with the
insecticides cited above, through the immersion technique for 5 seconds, and dried at room
temperature (Scudeler; Santos, 2013). The treated eggs were supplied ad libitum and changed
every three days. The control larvae were fed eggs immersed only in distilled water for 5
seconds and dried at room temperature. The experimental groups were conducted under the
same environmental conditions described for the raising of insects.

Data on mortality and duration of the larval and pupal stages until the emergence of
adults in each experimental group were collected daily. Newly emerged adults from each
experimental group were placed in polyethylene pots and fed an artificial diet as previously
described. After this, only adult males aged 10 days were utilized in morphological analyses

of testes.

Light Microscopy

The specimens were cooled for 30 seconds before being dissected using saline solution
for insects (0.1M NaCl; 0.1M Na2HPO4; 0.1M KH2PO4). The testes were collected (n= 10
per group) and fixed in Karnovsky's solution (4% paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde
in 0.1M phosphate buffer (pH 7.3)) for 24 hours. After initial fixation, the material was
subjected to the technique of embedding in methacrylate-glycol (historesin), undergoing
dehydration in ethyl alcohol (70-95%) and imbibition in resin (Leica Historesin Embedding
Kit, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany) according to the manufacturer's instructions. Next,
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3 um sections were made using a Leica RM 2045 microtome, and subsequently subjected to
Hematoxylin and Eosin (HE) staining (Pearse, 1972) for analysis of general organ
morphology, using a Leica DM 500 optical microscope with the LAS EZ digital image

capture system.

Transmission Electron Microscopy (TEM)

The testes of all groups (n= 5 per group) were processed according to the routine
protocol of the Electron Microscopy Center of IBB, UNESP. The biological samples were
fixed in Karnovsky's solution for 24 hours, post-fixed in osmium tetroxide 1% in the same
buffer for 2 hours, dehydrated in an increasing sequence of acetone solutions and embedded
in Araldite resin. Ultrathin sections were contrasted in uranyl acetate and lead citrate and

examined in a TECNAI Transmission Electron Microscope, from the FEI Company.

Confocal Laser Microscopy

After initial fixation of the testes in 2% paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer
for 24h, the material was subjected to the following protocol: washing in PBS buffer with
Triton X-100, blocking nonspecific reactions with Protein Block, incubation in anti-p-
Tubulin-FITC antibody incubation (Sigma-Aldrich®), overnight in 1:100 dilution. After this
step, the material was washed with PBS and incubated with Phalloidin-TRITC (Sigma-
Aldrich®) in a 1:1000 dilution for 3 hours. Slides were prepared with mounting medium
containing DAPI to identify the nuclei. The material was observed and analyzed using a Leica
TCS SP5 Il Spectral Confocal Microscope. After capturing the images, the fluorescence
intensity of each experimental group was quantified (10 individuals per experimental group
for phalloidin; 5 fields of 10 individuals per experimental group for tubulin), using the
software LAS AF. The same were evaluated statistically by non-parametric analysis of
variance for the model with one factor, complemented with the test of Dunn (Zar, 2009),

considering a 5% significance level.

Analysis of life cycle, fecundity and fertility

To verify possible alterations in fecundity and fertility provoked by ingestion of
azadirachtin and pyriproxyfen after the emergence of adults, couples were formed with
control females and males from the control and treated groups. These couples were
individualized in plastic boxes and fed a diet based on brewer’s yeast and honey (1:1). For

each treatment, 15 repetitions were carried out, with each repetition being comprised of one
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couple. The couples were evaluated daily to determine the fecundity that corresponds to the
number of eggs per female, and to assess fertility, the viability of the postures was observed.
For this analyzes, the Kruskal-Wallis nonparametric variance analysis technique was used,
complemented with Dunn's multiple comparison test (Zar, 2009). For the viability was used
the parametric technique of analysis of variance for the one-factor model (Zar, 2009).

Furthermore, data on the life cycle of insects from the larval phase to the emergence of
adults was also analyzed, collecting data daily throughout the cycle of 100 individuals for
each experimental group. For the analyzes, we used the technique of nonparametric analysis
of variance for the two-factor model complemented with Dunn's multiple comparison test
(Zar, 2009).

The cumulative distribution of deaths in the study groups was evaluated by means of
the Goodman test (Goodman, 1964) involving contrasts between and within the binomial

populations. For all analyses, a significance level of 5% was considered.

Results

Histological observations revealed that the C. claveri adults present one pair of testes
in a spiral format (Fig. 1A) disposed laterally to the alimentary canal, lined by a cellular tunic
that covers them internally and externally. The inner layer of the tunic presents cells with
flattened cytoplasm and nucleus, while the outer tunic has slightly more rounded cells (Figs.
1B and C). Each testis is also covered by a layer of whitish perivisceral fat body (Figs. 1D, |
and L), formed by a compact mass of cells.

Spermatogenesis in C. claveri occurs in the apical-basal direction and the sperm cells
are grouped into cysts with different stages of development. In each cyst, all germ cells are at
the same stage of spermatogenesis. Cysts are formed by a cystic cell, whose function is to
secrete the envelope that forms it and to maintain its nutrients. The cysts found have four
stages of maturation, divided into spermatogonia, spermatocytes (Fig. 2B), spermatids (Figs.
1B and C) and spermatozoa (Fig. 1C).

The ultrastructural analyses revealed that the testes of C. claveri adults at 10 days of
age present, in the great majority, cysts containing spermatids and spermatozoa, in different
sectioning planes (Figs. 2A and B), where we were able to identify the slightly elongated
nucleus and the region of the flagellum composed of an axoneme, whose array of

microtubules is 9+9+2, in addition to two mitochondrial derivatives that surround it.
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Figure 1: Sections analyzed under light microscopy stained with hematoxylin and eosin. A-C. Control
group. Overview of the testes with a spiral shape, internal (Ti) and external (Te) tunic, and cysts
containing spermatocytes (Ct), spermatids (Td) and spermatozoa (Z). D-F. Treatment with 12mg of
azadirachtin. Spermatocytes, spermatids and spermatozoa cysts, internal and external tunic, and
discreet spacing between the cysts (S). G-1. Treatment with 36mg of azadirachtin. Overview of the
testes showing evident spacing, internal and external tunic showing deformities, spacing and cysts
containing spermatocytes, spermatids and spermatozoa. J-L. Treatment with pyriproxyfen 50mg. Cells
of the internal and external tunic showing normal morphology, as well as spermatocytes, spermatids
and spermatozoa cysts that are also normal. M-O. Treatment with pyriproxyfen 100mg. Cells of the
internal and external tunic showing deformities, as well as large spacing between spermatocytes,
spermatids and spermatozoa cysts. Fat body (Tg).

In the groups treated with both insecticides and at the highest concentrations
employed, we observed by light microscopy that the tunic undergoes a narrowing of the cells
in its outer layer, flattening of the nuclei in the inner layer, and an irregular shape, as shown in
figures 1H -1 after treatment with 36mg of azadirachtin, and in figures 1M-O after treatment
with 100mg of pyriproxyfen. These alterations were also observed through Transmission
Electron Microscopy at the pyriproxyfen dose of 100mg (Fig. 2F). Cysts containing early
stages of development (spermatogonia and spermatocytes) are observed at a slightly greater
frequency than in the control group in all treatments (Figs. 1D and 11, representing treatment
with azadirachtin; 1J and 10 for pyriproxyfen treatment), besides narrow spacing between
them (Figs. 1E-1 for azadirachtin and 1M-O for pyriproxyfen). Through electron microscopy,
we observed a greater amount of spermatids (Fig. 2C) and narrow spacing between the cysts
(Figs. 2D) in the treatment with azadirachtin, when compared to the control group.

Through the immunocytochemical analysis of the testes, it was possible to obtain
information on the presence and location of actin filaments (Phalloidin-TRITC) and of
microtubules (Anti-B-Tubulin) in the control and treated groups. Actin filaments are found
preferentially in the regions of the cellular tunic (Fig. 3A-B) and around less developed
spermatic cysts (spermatogonia and spermatocyte cysts) (Fig. 3A-B). Yet in the treated
groups, we found no change in the location of the actin filaments, as displayed in figures 3C-
D (12mg and 36mg of azadirachtin) and 3E-F (50mg and 100mg of pyriproxyfen), with
positive markings on the cellular tunic and around the cysts. For quantitative analyses, none
of the treated groups showed statistical differences in the intensity of these stainings (Table
1).
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Figure 2: Photomicrographs in Transmission Electron Microscope. A. Region of nucleus (N) of
spermatids from control group. B. B. Spermatozoa from the control group, presenting axoneme (AXx),
mitochondrial derivatives (Dm) and nucleus. C. Beginning of nebenkern formation (Nb) in an insect
treated with 12mg of azadirachtin. D. Spacing (S) between spermatozoa cysts (Z) under treatment with
12mg of azadirachtin. E. Treatment with 36mg of azadirachtin leading to spacing between
spermatozoa cysts. F. Irregularities in the external tunic (arrows) of an insect treated with 100mg of

pyriproxyfen, in addition to vacuolization of the cytoplasm (V).

Table 1. Marking intensity values (median [minimum; maximum value]) of actin filaments
(Phalloidin) and microtubules (Tubulin) in the control groups, treated with 12mg and 36mg of

azadirachtin and 50mg and 100mg of pyriproxyfen.

Control 4,43 (1,28; 17,26) 33,63 (8,07;70,16)
12mg 4,76 (1,83; 10,99) 36,69 (25,88; 40,91)
36mg 5,24 (3,89; 8,93) 33,49 (17,88; 65,90)
50mg 4,19 (1,62; 11,63) 36,54 (15,10; 49,52)
100mg 5,37 (3,65; 10,11) 33,63 (19,51; 58,03)

The microtubules are found preferentially in regions where it is possible to visualize a
large number of sperm bundles, in addition to staining in regions of spermatids, where
microtubules are already present in the axoneme organization. In the control group images,
the spermatozoa exhibit a highly elongated head region (marked in blue), and a tail (marked
in green) about 2/3 the length of the head (Figs. 4A and B). The treated groups can be
observed in figures 4C and 4D for azadirachtin treatments of 12 and 36mg, and in figures 4E-
F, for doses of 50 and 100mg of pyriproxyfen, without preventing differences from the
control group. In the guantitative analyses, we also did not observe significant differences at
any insecticide dose when compared to the control.

The results of the analysis of the life cycle of larvae and pupae showed statistical
differences only during the second and third larval instars, where only the 36mg group
showed an increase in the number of days (from 4 to 5 days), while in the 3rd instar the two
groups treated with pyriproxyfen showed an increase in phase duration (6 days). No statistical
differences were observed in the 1st instar, with 4 days in duration, and phases of pre-pupa

and pupa, with an average duration of 4 and 9 days, respectively (Table 2).
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Figure 3: A-F. Actin filaments marked in red by Phalloidin-TRITC, positive mainly in the cell tunic
and around the spermatogonia cysts. Nucleus marked in blue by DAPI. A-B. Control group. C-D.
Groups treated with azadirachtin 12mg e 36mg, respectively. E-F. Treatments with 50mg e 100mg of

pyriproxyfen, respectively.

Table 2. Duration of the life cycle (days) according to experimental groups and stage of development.

[Median (minimum; maximum value)].

1° instar 2° instar 3% instar Pre-pupa Pupa
Control 4(L;7)a 4(3;7) a 547 a 4(3;5) a 9(7;11) a
12mg 4(1;8) a 4(3;8) a 5(3;8) a 4(3;5)a 9(8;10) a
36mg 4(1;12) a 539 b 5(4;13) a 4(3;7)a 9(8;11) a
50mg 4(1;8) a 4 (3;10) a 6 (4;13) b 4(3;7)a 9(8;11) a
100mg 4 (1;10) a 4(2;7) a 6 (1;13) b 4 (2;6) a 9(7;13) a

Different letters indicate a significant difference (p < 0,05).

In relation to the same groups, accumulated mortality was also analyzed. All
experimental groups differed statistically from the control group, but did not differ from each
other, obtaining the following data: control group 9%; 12mg 27%; 36mg 33%; 50mg 32% and
100mg 30% (Table 3).

Table 3. Mortality (%) of C. claveri treated with azadirachtin and pyriproxyfen during development until pupae
stage.

Group Mortality

Control 9% a
12mg 27%0Db
36mg 33%b
50mg 32%b
100mg 30%Db

Percentages followed by different letters are significantly different. (p < 0.05, Goodman test)

For the adult phase, the mean fecundity and fertility values were analyzed in the 15
couples of the control and treated groups, in addition to the longevity of control females and
treated males and duration of pre-oviposition and oviposition periods, the results of which are
shown in Table 4. These analyses assessed couples formed by males who received treatment
with the insecticides and females of the untreated control group. According to the results,

adult longevity did not differ between groups, even in males, where insects received
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treatment. For the fertility analyzes, we obtained statistical difference in all experimental
groups, when compared to the control, in the number of eggs per couple, with an average of
501 eggs in the control group, decreasing to less than 306 eggs in the experimental groups;
consequently, the number of emerged larvae was also lower, with 417 larvae in the control
and decreasing to a maximum of 220 larvae in the treatments (Table 4). Despite the fact that
fecundity decreased in the treated groups, fertility was not altered, even though the data
showed a reduction from 82% in the control group, to 72% and 71% in the groups treated
with azadirachtin (12mg and 36mg respectively) and 71% and 70% in the groups treated with
50mg and 100mg of pyriproxyfen (Table 4), these results being significantly the same. For the
periods of pre-oviposition and oviposition, we did not obtain statistical differences.
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Figure 4: A-F. Microtubules marked in green by antibody anti B-tubulin (FITC), located in
spermatozoa flagellum. Nucleus stained in blue by DAPI. A-B. Control group. C-D. Groups treated
with azadirachtin 12mg e 36mg, respectively. E-F. Treatments with 50mg e 100mg of pyriproxyfen,

respectively.

Table 4. Longevity of females and males (days), number of eggs per couple, number of larvae
emerged, eggs viability (%), pre-oviposition and oviposition period (days) of C. claveri treated with

azadirachtin and pyriproxyfen (mean + SD).

Control 12mg 36mg 50mg 100mg p-value

Female 63,5+23,9 60,8+10,5 58,2+9,3 54,1+13,6 56,7+11,2 p>0,05
Male 63,9+16,9 68,3+14,9 59,1+22,6 57,8+15,8 64,8+9,7 p>0,05
Eggs 501+122,6b  298,1+120,7a 306,4+147,2a 259,8+131,4a 303,5+106,8a p<0,05
Larvae 416,9+124,4b  216,1+98,2a  220,1+129,7a  181,8+96,4a 211,9+93,6a  p<0,05
Viability 82,4+10,1 71,6+7,5 71,2179 70,5+9,5 70,1+18,8 p>0,05
Pre oviposition 12,0+1,1 13,9 +3,4 12,1+3,3 11,5+£5,9 13,1+3,9 p>0,05
Oviposition 31,5+10,3 32,7£17,1 26,1+12,1 23,2489 22,948,2 p>0,05

Means followed by different letters were significantly different. (p<0.05, Kruskal-Wallis: Dunn’s test)

Discussion

It is known that pyriproxyfen acts mainly by blocking the metamorphosis of larvae
into adulthood, in addition to affecting reproduction, reducing fecundity and fertility, as
indicated in several studies on both pests and natural enemies (Chen; Liu, 2002; Cloyd;
Dickinson, 2006; Boina et al., 2010; Ginjupalli; Baldwin, 2013; Fogel et al., 2016; Ono et al.,
2017; He et al., 2018; Sohail et al., 2019; Jindra; Bittova, 2020). The lack of studies
demonstrating morphological alterations in the testes provoked by this insecticide leads us to
believe that these effects are similar to those caused by the use of azadirachtin, due to the
similarity of the results found on both in this study. The toxic effects of azadirachtin, in turn,
have been reported in several investigations involving the development stages of insects,
including the effects of exposure of this insecticide during the egg phase (Ahmad et al., 2003;
Giolo et al., 2009; Rugno et al., 2015), development of larvae (Qi et al., 2001; Tomé et al.,
2013; Garzon et al., 2015; Ono et al., 2017), pupal phase (Giolo et al., 2009; Scudeler et al.,
2013; Ono et al., 2017; Francesena; Schneider, 2018) and emergence of adults (Garzén et al.,
2015; Ono et al., 2017; Francesena; Schneider, 2018). Effects on the male reproductive
system have also been reported, such as the action of azadirachtin on the testicular membranes
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(Shimizu, 1988; Nisbet et al., 1995), inhibition of the formation of cysts around the
spermatogonia, decreased number of cysts, disintegration and degeneration of germ cells,
such as spermatogonia, spermatocytes, spermatids and spermatozoa and disorganized sperm
bundles (Nisbet et al., 1996; Linton et al., 1997; Desneux et al., 2007; Ghazawi et al., 2007,
Tayade, 2012; Vivekananthan et al., 2014; Oulhaci et al., 2018), corroborating the results
obtained in this work on C. claveri.

The actin cytoskeleton plays important roles during the development and functioning
of a differentiated cell. It acts by establishing the shape of the cell, contributes to cellular
movements, such as muscle contraction, cell migration, transport of vesicles and organelles,
in addition to being present in cell-cell junctions (Anuradha et al., 2007; Xiao; Yang, 2007) .
It is known that the cells of the spermatic cysts are interconnected by ring canals that originate
from the incomplete cytokinesis that occurs during the mitotic division of the spermatogonia,
forming a contractile ring made up of several proteins, including actin, and allows
communication between the germ cells of the cyst and the sharing of cytoplasmic
constituents, by synchronizing, for example, subsequent mitotic and meiotic cell divisions
(Hime et al., 1996; Greenbaum et al., 2011; Haglund et al., 2011; Eikenes et al., 2013;
Eikenes et al., 2015). Similar organization of cysts, with the presence of the ring canals, is
common in diverse insects and has already been described in many studies of different insect
species (Cruz-Landim, 2001; Paccagnini et al., 2010; de Cuevas; Matunis, 2011; Viscuso et
al., 2012; Ott et al., 2015), which is in line with the results obtained in the present work.

Works related to the membrane of testes have reported alterations caused by
insecticides, such as disintegration of the testicular epithelium and vacuolization of the
cytoplasm (Ghazawi et al., 2007; Tayade, 2012). Kumar et al. (2007), in a study carried out in
silico, demonstrated that azadirachtin can interact directly with B-actin, affecting the
polymerization-depolymerization cycle of actin. Yet Anuradha et al. (2007) reported in D.
melanogaster the induction of actin depolymerization, leading cells to apoptosis, suggesting
that actin is probably a target of azadirachtin activity. However, in C. claveri, despite the
slight morphological alterations detected in the cellular tunic, there was no change in the
presence and / or location of the actin filaments in these cells when subjected to treatment
with both insecticides.

It is known that tubulin is the main component of the cytoskeleton in the flagellar
axoneme of most animals. The axoneme presents a pair of central microtubules, nine pairs of
peripheral microtubules and nine accessory microtubules (9 + 9 + 2) (Phillips, 1970). In

addition to the axoneme, manchette microtubules are also described, which, according to
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Dumser (1980), are a grouping of microtubules that form a cylindrical structure, the
manchette, which helps to lengthen the spermatid. As the stretching cytoplasm reaches the
axoneme microtubules, the manchette microtubules dissociate. This type of organization
occurs in several species of insects, including C. claveri, as previously described by Garcia et
al. (2019) (Zizzari et al., 2008; Gracielle et al., 2009; Zizzari et al., 2010; Name et al., 2012;
Paoli et al., 2013; Viscuso et al., 2016). Nisbet et al., (1996) indicate a preference for binding
azadirachtin in testes of insects submitted to insecticide treatment on the axoneme, causing a
decrease in the sperm motility of the grasshopper Schistocerca gregaria. Other studies have
described the degeneration and disorganization of the sperm bundles (Ghazawi et al., 2007,
Tayade, 2012; Vivekananthan et al., 2014; Oulhaci et al., 2018; Garcia et al., 2019). However,
according to the results obtained for C. claveri, none of the groups presented a statistical
difference in the microtubule staining, leading to the hypothesis that there are no alterations in
the formation of spermatozoa.

Several authors have reported the effects of azadirachtin and pyriproxyfen on the life
cycle of natural enemies. Herein, we highlight works carried out on insects of the same order
as C. claveri, such as Ceraeochrysa cubana, Chrysoperla carnea, Chrysoperla rufilabris and
other natural enemies, including Orius laevigatus, Cotesia plutellae and Diadromus collaris,
whose results were compatible with those found in our study, where both insecticides caused
little damage in the development, survival / longevity or reproduction of these insects, and is
thus considered harmless to these species of natural enemies, and suitable, according to the
authors, for use in Integrated Pest Management programs (Medina et al., 2002; Charleston et
al., 2005; Biondi et al., 2012; Rugno et al., 2015; Fogel et al., 2016; Rugno et al., 2016;
Cremonez et al., 2017; Ono et al., 2017; Sohail et al., 2019).

The mortality rate in natural enemies caused by exposure to azadirachtin has also been
studied by some researchers. According to Bernardi et al. (2013), azadirachtin did not cause
significant mortality to the mite predators Neoseiulus californicus and Phytoseiulus
macropilis, or to O. laevigatus, as reported by Biondi et al. (2012). Although the literature
still questions the safety of insecticides of botanical origin to non-target insects, it is clear that
the effects on these insects are less aggressive than on pests. This was corroborated by
Scudeler et al. (2019), who reported 6.7% mortality in the natural enemy C. claveri versus
40% in the pest Spodoptera eridania. However, studies using pyriproxyfen indicate an
increase in mortality from exposed natural enemies, ranging from 26% mortality in Eriopis
connexa (Fogel et al., 2016) to 100% in C. cubana (Ono et al., 2017), depending on the dose
and the type of exposure. Our results showed an increase in mortality in all groups tested,
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however, the values between treatments did not differ, with 27% and 33% mortality for
treatments with azadirachtin, and 32% and 30% mortality in treatments with pyriproxyfen.

In relation to fecundity and fertility, several studies have been carried out on predators
and pests, showing quite different results between these groups of insects. In works performed
on natural enemies exposed to azadirachtin, the authors reported that this insecticide does not
affect the reproduction of these insects, causing little or even no change in fecundity and / or
fertility (Medina et al., 2004; Charleston et al., 2005; Biondi et al., 2012; Bernardi et al.,
2013; Rugno et al., 2015). Yet these effects appear to have a greater impact on pests, with
significant diminutions of fecundity and fertility (Bernardi et al., 2013; Benelli et al., 2017,
Oulhaci et al., 2018). The same occurs in individuals exposed to pyriproxyfen, where non-
target insects showed low toxicity while pests are more affected (Medina et al., 2002; Boina
et al., 2010; Rugno et al., 2015; Rugno et al., 2016; He et al., 2018). This low toxicity can be
attributed to the rapid excretion of these compounds by individuals of the order Neuroptera,
as suggested by Rugno et al. (2016), and indicated in a study by Medina et al. (2003), where
the insecticide was excreted by the insects within 48 hours after treatment with pyriproxyfen.
As with the results found in our study, all treatments showed a decrease in the number of
eggs, however, fertility showed no significant difference compared to the control, with
viability above 70% in all treated groups. This decrease in number of eggs may have occurred
due to the reproductive behavior that the chrysopids have, where the females select their
partners in order to obtain success in the transmission of the genes, producing viable and apt
descendants (Henry; Busher, 1987).

Although all treatments have affected C. claveri survival and reproductive parameters
in some way, we conclude that the compatibility of these insects with azadirachtin and
pyriproxyfen can still be beneficial in an integrated pest management program, since the
treated insects have high reproductive viability. However, field studies are needed to assess

such compatibility in MIP programs.
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Resumo

Ceraeochrysa claveri € um importante inimigo natural utilizado no controle bioldgico de
pragas. Verificar sua compatibilidade com inseticidas é de grande importancia ndo so6 para o
desenvolvimento de uma agricultura sustentavel, mas também para a preservacdo dessa
espécie. Para isso, adultos de C. claveri foram expostos a duas concentragdes de Azadiractina
(12 e 36mg i.a./L) e Piriproxifem (50 e 100mg i.a./L) e avaliados os genes diferencialmente
expressos nos testiculos de insetos adultos, através da andlise do transcriptoma desse 6rgéo.
Os resultados apontaram diferenca na expressdo dos genes de nucleoporinas (Nup), algumas
proteinas ribossomais (Rpl e Rps) e dedo de zinco (Znf), para ambos os inseticidas testados.
Essas alteracOes podem estar relacionadas ao processo de espermatogénese e fecundidade dos
insetos. Esse estudo revela que o uso de dados do transcriptoma dos testiculos de C. claveri
pode levar a uma melhor compreensdo dos efeitos da azadiractina e piriproxifem nos
testiculos desse inseto. Além disso, esperamos que esses resultados auxiliem em futuros
trabalhos sobre a toxicidade desses inseticidas, ndo s6 em C. claveri, mas também em outras

espécies.
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Introducéo

A familia Chrysopidae apresenta um diverso grupo de insetos predadores, amplamente
utilizados no controle biolégico de insetos praga. Ceraeochrysa claveri, pertencente a essa
familia e objeto de estudo deste trabalho, possui individuos predadores em seu estagio larval
abrangendo grande variedade de presas com grande eficiéncia e alto potencial reprodutivo
(Canard et al., 1984; Pappas et al., 2011; Scudeler; Santos, 2013).

Conhecer os efeitos dos pesticidas em organismos benéficos é indispensavel em um
Manejo Integrado de Pragas, pois esses produtos devem preservar os inimigos naturais e, ao
mesmo tempo, controlar as populagdes de insetos-praga (Chen; Liu, 2002; Medina et al.,
2003; Cloyd; Dickinson, 2006; Jonsson et al., 2008).

Pensando nisso, métodos alternativos de controle foram desenvolvidos, com a
utilizacdo, por exemplo, de produtos naturais como os inseticidas de origem vegetal (Adnan et
al., 2014; Celestino et al., 2014). A Azadiractina, um componente ativo isolado da arvore de
nim, interfere no sistema enddcrino dos insetos, mais especificamente nas vias do horménio
juvenil (JH) e 20-hidroxiecdisona, e tem efeito no desenvolvimento e reproducdo (Mordue
(Luntz); Blackwell, 1993; Mordue (Luntz) et al., 2005; Isman, 2006; Bernardi et al., 2013;
Adnan et al., 2014; Aribi et al., 2017; Oulhaci et al., 2018).

Inseticidas sintéticos também tem sido avaliados quanto & sua compatibilidade em
programas de manejo, como € o caso de Piriproxifem, um inseticida que mimetiza o hormonio
juvenil e provoca desequilibrio nos niveis desse hormdnio no inseto, resultando em forte
supressdo da embriogénese, metamorfose, formacdo de adultos e esterilidade em muitos
insetos praga (Ishaaya et al., 1994; 2007; Boina et al., 2010; Fernandez et al., 2012).

Além disso, sdo necessarios estudos que avaliem a compatibilidade de inseticidas com
insetos predadores, incluindo algumas espécies de crisopideos, para assegurar sua eficiéncia
no manejo integrado e garantir a seguranca dos insetos benéficos (Medina et al., 2003; Cloyd;
Dickinson, 2006; Desneux et al., 2007). Conhecer os efeitos destes produtos nesses individuos
e em especial, na sua reprodugdo, é de extrema importancia para a manutencdo destas
espécies, assegurando uma agricultura mais sustentavel.

Uma metodologia que tem contribuido muito no entendimento desses efeitos nos
insetos é sequenciamento de proxima geracdo (NGS), que é uma ferramenta que permite a
obtencdo de grandes quantidades de informacdo genética de organismos ndo-modelo, como
insetos (Schuster, 2008). Analise de transcriptoma é uma poderosa ferramenta para a
pesquisa, permitindo o desenvolvimento de estratégias de controle de pragas com base na

caracterizacdo e exploracdo de genes relacionados a varios fatores importantes, como a acao
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inseticida e o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia (Oppenheim et al., 2015; Liu et
al., 2016), sendo bastante utilizada em estudos com insetos praga (Ridgeway; Timm, 2014,
Nascimento et al., 2015; Gao et al., 2018; Merlim; Consoli, 2019; Wei et al., 2019; Chen et
al., 2020; Meng et al., 2020; Chen et al., 2021). A associa¢do desses resultados com analises
de ontologia permitem estabelecer uma relagéo entre genes alterados e respectivas funcdes de
uma forma global e eficaz, possibilitando um melhor entendimento sobre as variagGes
presentes entre tipos diferentes de tratamento.

Essa metodologia serd muito Util para identificar os principais genes regulados pela
Azadiractina e Piriproxifem nos testiculos de C. claveri, contribuindo para o entendimento
sobre as alteracdes detectadas em estudos morfoldgicos.

Material e Métodos

Insetos

Foram utilizadas larvas de C. claveri recem-eclodidas, obtidas da colénia mantida no
Laboratdrio de Insetos do Instituto de Biociéncias da UNESP, Botucatu, Séo Paulo, Brasil. A
colbnia de insetos e os bioensaios foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura,
25 = 1 °C; umidade relativa, 70 = 10%); e fotoperiodo, 12:12h (claro / escuro). As larvas de C.
claveri foram alimentadas ad libitum com ovos de Diatraea saccharalis (Lepidoptera:
Crambidae) e os adultos com dieta artificial composta de mel e levedura de cerveja (1:1, v:v).
Ovos de D. saccharalis foram fornecidos pelo CETMA Comércio de Agentes para Controle

Biologico, Lencdis Paulista, Estado de Séo Paulo, Brasil.

Bioensaios

Larvas de C. claveri foram alimentadas ad libitum com ovos de D. saccharalis
tratados com duas concentracdes de cada inseticida testado. Para a Azadiractina utilizou-se a
formulagdo comercial Azamax® (UPL do Brasil — IndUstria e Comércio de Insumos
Agropecudrios S.A., Ituverava-SP, Brasil), diluida em agua destilada nas concentracdes 12 e
36 mg i.a/L; para o Piriproxifem utilizou-se a formulagdo comercial Tiger 100 EC®
(Sumitomo Chemical do Brasil Representagdes Ltda, S&o Paulo, Brasil) diluida nas
concentragfes 50 e 100 mg i.a/L. As formulagGes comerciais utilizadas, bem como suas
dosagens, foram selecionadas a partir dos registros no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Mapa, 2020), sendo escolhidas as dosagens menores e maiores de cada

produto de acordo com a cultura em que ha registro de presenca de crisopideos.
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As larvas foram individualizadas em potes de polietileno e alimentadas com ovos de
D. saccharalis previamente tratados com as respectivas dosagens citadas acima através da
técnica de imersdo por 5 segundos e secos em temperatura ambiente (Scudeler; Santos, 2013),
sendo trocados a cada trés dias. O controle foi feito com larvas alimentadas com ovos sem
tratamento. Os grupos experimentais foram conduzidos nas mesmas condi¢des controladas
descritas para a criagdo de insetos.

Adultos recém-emergidos de cada grupo experimental foram colocados em potes de
polietileno e alimentados com dieta artificial conforme mencionado anteriormente. Depois
disso, apenas machos adultos com 10 dias foram utilizados para a coleta dos testiculos e

analise das amostras.

Extracdo de RNA e sequenciamento

Tendo em vista que os testiculos da espécie em questdo possuem tamanho bastante
reduzido, o material foi coletado em pools com 50 pares de testiculos, com 3 repeticGes para
cada grupo experimental, totalizando 15 pools (amostras). Para coleta, os espécimes foram
resfriados por 30 segundos antes de serem dissecados pela regido dorsal, fazendo uso de dgua
DEPC, e ap6s a remocdo dos testiculos, estes foram imediatamente congelados em nitrogénio
liquido e armazenados em biofreezer -80°C até o seu uso. As amostras foram entdo enviadas
para a empresa NGS SolucGes Gendmicas (Piracicaba/SP) para realizacdo da extracdo do
RNA e para o posterior sequenciamento. O RNA total foi extraido por meio de Trizol,
seguindo as especificacbes do fabricante. As amostras foram analisadas em termos de
qualidade e integridade por meio dos equipamentos NanoVue (GE) e Bioanalyzer (Agilent).
Os pools, apresentando um RNA Integrity Number (RIN) de no minimo 8 foram selecionados
para os procedimentos de sequenciamento. Os pools selecionados foram sequenciados por
meio da plataforma Illumina HiSeq 2000 em pair-end (2x100). Os dados de sequenciamento
foram recebidos por meio de um link FTP, e direcionados aos procedimentos de

processamento e analise.

Analise dos dados do sequenciamento

O controle de qualidade dos dados sequenciados foi realizado utilizando o FastQC
(v0.11.9) com os parametros padrdes. Posteriormente, a remocao dos adaptadores Illumina foi
feita com o Trimmomatic (v0.39) (Bolger et al., 2014), e os parametros utilizados foram os
seguintes: -phred33, ILLUMINACLIP:TruSeg3-PE.fa:2:30:10, LEADING:3, TRAILING:3,
SLIDINGWINDOW:4:15, e MINLEN:30. Ap0Os essa etapa, 0s reads resultantes foram
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novamente avaliados pelo FastQC com os parametros padrées. Os melhores foram usados
para montagem do transcriptoma com a ferramenta Trinity (v2.12.0) e com parametros
padroes.

Com o transcriptoma montado foi possivel alinhar os reads utilizando o Hisat2
(v2.0.5). Com os reads alinhados e ordenados foi possivel utilizar o programa eXpress
(v1.5.1) contagem dos mesmos. A analise de expressao diferencial génica foi realizada no R
(v3.4.4) utilizando o EBSeq (v1.18) (Leng et al., 2013) com 20 rounds para 0S Cinco grupos
em triplicatas: 12mg, 36mg, 50mg, 100mg e controle. Os parametros considerados foram os
seguintes: FDR >=0.05, |FC| > 2, ebtest_qtrm = 0.75 e ebtest_qtrm_cut = 10.

A andlise de enriquecimento de vias foi possivel gracas a anotagdo do transcriptoma
feita com a ajuda do Trinotate (v3.2.2). O BlastX foi utilizado para buscas de transcritos, e 0
BLASTP para buscas de proteinas "Transdecoder-predicted”. O ultimo preparativo foi a
criagdo do objeto Trinity.fasta.gene_trans_map pelo comando do Trinotate denominado
"get_Trinity_gene_to_trans_map.pl".

Cada uma das lista de genes diferencialmente expressos foi enriquecida, considerando
quatro listas para cada combinacdo de tratado vs controle. Essa etapa foi realizada no Python
(v3.8.8) utilizando o Gseapy (v0.10.4). Com os ids adequados o enriquecimento pode ser
iniciado sendo consultado o0s seguintes gene_sets: 'GO_Biological Process 2018',
'‘GO_Cellular_Component_2018', '‘GO_Molecular_Function_2018', 'Panther_2016',
'Reactome_2016' e 'ProteomicsDB_2020'".

Resultados

A anotacdo da montagem de novo permitiu a identificacdo putativa de um total de
29.212.472 transcritos para o grupo controle (3 réplicas), 46.697.499 no grupo 12mg de
azadiractina, 45.675.024 para 36mg, 25.136.786 no grupo 50mg de piriproxifem, e
24.712.602 transcritos no tratamento com 100mg. Os valores de cada amostra (repeticdo estéo
contidos na tabela 1). Foi realizada a identificacdo de genes diferencialmente expressos
(DEGs) em todos os grupos utilizando EBSeq, usando um valor p ajustado de < 0,05 de
significancia. Para entender melhor suas funces, esses genes foram mapeados para os termos
no banco de dados Gene Ontology (GO). Cada um dos termos GO foram enriquecidos em 4
grupos: Ctl12 e Ct36, para os grupos tratados com azadiractina nas respectivas concentracoes
12mg e 36mg; Ct50 e Ct100, para os tratamentos com 50mg e 100mg de piriproxifem,

respectivamente.



Tabela 1. Numero de transcritos obtidos em cada réplica e grupo experimental.

Controle 9.797.763 9.872.209 9.542.500
12mg azadiractina 15.253.872 15.391.050 16.052.577
36mg azadiractina 14.205.316 16.379.134 15.090.574
50mg piriproxifem 8.217.810 9.086.931 7.832.045
100mg piriproxifem 7.468.121 8.987.388 8.257.093
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As comparaces resultaram em um total de 18035 DEGs no grupo Ct12 (up-regulated:
9021, down-regulated: 9014), 16292 em Ct36 (up-regulated: 8596, down-regulated: 7696),

13178 em Ct50 (up-regulated: 7000, down-regulated: 6178), e por fim, 12148 DEGs para

Ct100 (up-regulated: 6289, down-regulated: 5859) (Figura 1).
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Figura 1. Gréficos de vulcdo representando os genes diferencialmente expressos. A. Grupo Ct12; B. Grupo
Ct36; C. Grupo Ct50 e D. Grupo Ct100. Os genes com expressao diferencial foram indicados por pontos

vermelhos (regulados positivamente) e pontos azuis (regulados negativamente).
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Selecionando apenas 0s genes que obtiveram valor ajustado de p < 0,05, reduzimos
esses numeros a um total de 494 genes em Ct12 (up-regulated: 317, down-regulated: 177), 29
em Ct36 (up-regulated: 0, down-regulated: 29), 116 em Ct50 (up-regulated: 82, down-
regulated: 34), e por fim, 101 DEGs para Ct100 (up-regulated: 0, down-regulated: 101),
representados na figura 2. Podemos observar que as menores doses de cada inseticida (Ct12 e
Ct50) apresentaram mais genes com expressao aumentada, enquanto as maiores doses de cada
inseticida ndo apresentaram genes com expressdo aumentada. Os grupos Ctl2 e Ct100

apresentaram maior quantidade de genes menos expressos, com 177 e 101, respectivamente.
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Figura 2. Representagdo dos genes diferencialmente expressos com valor ajustado de p < 0,05, em cada grupo
experimental.

Os genes que foram comuns a pelo menos dois grupos totalizaram 21 up-regulated e
69 down-regulated. Dentre 0s genes que se apresentaram mais expressos, todos os listados a
sequir foram comuns aos grupos Ctl2 e Ct50, visto que os grupos Ct36 e Ctl00 ndo
apresentaram genes com valor de p < 0,05. Destacamos a nucleoporina Nup188, proteina
ribossomal Rpl5, Rpl9, Rpl29 e proteinas dedo de zinco Zfp37, Znfl35, Znfl60, Znfl84,
Znf227, Znf233, Znf235, Znf568, Znf585B, Znf678, Znf717 e Znf782.

Os genes que apresentaram expressdo diminuida encontram-se distribuidos entre 0s
grupos experimentais conforme apresentado na tabela 2. Dentre eles destacamos algumas
nucleoporinas e diversas proteinas ribossomais e dedo de zinco. Apenas essa ultima classe

apresentou-se distribuida apenas entre os grupos Ct12 e Ct100, onde observamos as seguintes:
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Zfp37, Znfl35, Znfl60, Znfl84, Znf227, Znf233, Znf235, Znf568, Znf585B, Znf678, Znf717

e Znf782.

Tabela 1. Distribuicéo de genes com expressdo diminuida entre 0s grupos experimentais.

Down-regulated

Nup35 Ctl12, 36 e 100
Nupl107 Ctl2 e 100
Nup155 Ct36 e 50
Nup160 Ct12, 50 e 100
Rpl7 Ctl2e 36
Rpl13 Ct12, 36, 50 e 100
Rpl22 Ct12 e 100

Rpl27A Ct12, 36, 50 e 100
Rpl30 Ctl12, 36, 50 e 100
Rpl35 Ct12, 36, 50 e 100
Rpl37 Ctl12, 36, 50 e 100
Rpl38 Ct12, 36, 50 e 100

Rps3 Ct36, 50 e 100
Rps5 Ctl2e 36
Rps7 Ct50 e 100
Rps8 Ctl2e 36
Rps10 Ct12,36 e 50
Rps26 Ct36 e 100

Discussao

A base de dados deste trabalho foi construida por metodologia de sequenciamento de
RNA dos testiculos de C. claveri, cuja espécie ndao conta com dados na literatura de
transcriptoma. Portanto, os resultados aqui descritos fornecem dados inéditos e permitem
novos estudos com essa espécie.

Identificar os genes envolvidos no desenvolvimento do testiculo e na espermatogénese
é util para revelar o mecanismo molecular da reproducdo em uma espécie de inseto, e para seu
correto desenvolvimento é necessario que genes especificos sejam ativados e desativados em
momentos e locais especificos.

Os genes expressos nos testiculos de insetos e que regulam o processo de
espermatogénese sdo descritos em diversos trabalhos, onde podemos citar as Proteinas de
Choque Térmico (HSPs), Citocromo P450 (CYPs), Nucleoporinas (NUP), além de diversas

proteinas ribossomais (RPL e RPS) e dedo de zinco, ou zinc finger (ZNFs).
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HSP

As HSPs desempenham um papel importante nos testiculos. Os genes da familia
HSP60, 70 e 90 sdo altamente conservados entre 0s organismos e 0s mais abundantemente
expressos, estando envolvidos em resposta ao stress induzidos por fatores ambientais, além da
maturacdo dos espermatozoides, onde sdo encontradas em todos os tipos celulares, desde as
espermatog0nias até espermatides, em diversas espécies como ratos, insetos e humanos (Wei
etal., 2014; Vedelek et al., 2018; Zhou et al., 2018; Luo et al., 2019).

Quando individuos séo expostos a agentes quimicos, como os inseticidas imidacloprid,
deltamentrina, clorantraniliprole e azadiractina, a expressdo desses genes pode ser aumentada
ou diminuida, dependendo de sua func¢do. Individuos do bicho-da-seda Bombyx mori expostos
ao inseticida phoxim tiveram aumento na expressdo de HSP no corpo gorduroso, enguanto
testiculos do mesmo inseto exposto ao flior também tiveram sua expressdo aumentada;
células S2 de Drosophila expostas a azadiractina também tiveram expressdo de HSP70
aumentada em células em processo de apoptose (Gu et al., 2015; Xu et al., 2016; Tang et al.,
2018; Zhou et al., 2018; Meng et al., 2019).

Esses trabalhos sugerem que o aumento da expressdo das HSPs esteja relacionado a
protecdo contra danos nesses tecidos e a resposta ao stress varia entre as diferentes espécies.
Entretanto, em nossos resultados os genes da familia HSP ndo apresentaram diferencas
significativas de expressdo em nenhum dos grupos tratados.

CYP

Outro grupo de genes bastante abordado na literatura em se tratando de tratamento
com inseticidas sdo os genes da familia CYP (citocromo P450), que estdo relacionados a
processos metabolicos, detoxificacdo celular e mecanismos de resisténcia em insetos. Séo
encontrados em muitos tecidos de insetos, dentre eles tecido gorduroso, intestino médio,
tibulos de Malpighi, sistema nervoso e testiculos (Hsu et al., 2011; Antony et al., 2019; Wei
etal., 2019).

Em insetos expostos a diversos inseticidas, como thiamethoxam, lufenuron, phoxim,
imidacloprid, deltamentrina, diflubenzuron, esses genes podem encontrar-se diferencialmente
expressos (Gu et al., 2015; Nascimento et al., 2015; Zhou et al., 2018; Chen et al., 2020; Chen
et al., 2021). Shu et al. (2020) e Yunta et al. (2016) especulam que genes regulados
positivamente estejam envolvidos na degradacdo da azadiractina, em larvas de Spodoptera
frugiperda, e de piriproxifem em Anopheles gambiae. Outros estudos sugerem relacdo com

resisténcia ao piriproxifem nas moscas brancas Trialeurodes vaporariorum e Bemisia tabaci
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(Ghanin; Kontsedalov, 2007; Karatolos et al., 2012). Embora esses genes sejam expressos em
testiculos de C. claveri, ndo houve diferencas na expressdo em ambos os inseticidas testados.

Nucleoporinas

Dentre 0s genes que se encontraram diferencialmente expressos devido a exposicao
aos inseticidas testados, encontramos as Nucleoporinas (Nups), que fazem parte do complexo
nuclear de poros, tém funcdes bem estabelecidas no transporte nucleo-citoplasma, bem como
na quebra e remontagem do envelope nuclear durante a mitose, além de organizar o complexo
estrutural e funcionalmente (Parrott et al., 2011).

Estudos com leveduras, rds e ratos mostraram que muitas das nucleoporinas
conhecidas sao altamente conservadas em eucariotos em sequéncia, localizacdo, interacGes de
proteinas e funcdes estruturais e/ou de transporte no complexo de poros, e tem papel
importante na regulacdo da gametogénese e diferenciacdo gonadal de machos e fémeas (Kiger
et al., 1999; Colozza et al., 2011; Preston et al., 2019).

Em trabalho realizado com Drosophila melanogaster, mutacdes nas nucleoporinas
causaram esterilidade em fémeas, as quais produziram ovos com deformidades, além de
deformidade nos ovariolos. Nos testiculos, as alteracdes parecem ter sido mais severas,
apresentando tamanho reduzido dos testiculos de pupas e adultos mutantes, com
predominancia de cistos de espermatdcitos primarios, e cistos que ndo continhas células
germinativas em seu interior (Gigliotti et al., 1998). Parrott et al. (2011) também encontraram
problemas de desenvolvimento das células germinativas similares em insetos adultos de
Drosophila quando nup98-96 era modificado. A deplecdo de Nupl07-160 também em
Drosophila resultou em uma maior frequéncia de falha durante a citocinese na meiose
masculina, sugerindo que o complexo Nupl07-160 desempenha um papel no nacleo dos
espermatocitos e na divisdo meiotica (Hayashi et al., 2016).

Em camundongos, a expressdo de Nup50 é regulada pelas células germinativas de
machos, onde, a sua deficiéncia causa apoptose das células germinativas primordiais (Park et
al., 2016). Wang et al. (2014) sugerem que a azadiractina causa interferéncia na traducdo e
transcricdo de proteinas com aumento da expressdo de Nup43, inibindo o crescimento de
larvas de Drosophila.

Nossos resultados apontam diminuicdo de expressdo de Nup35 nos tratamentos Ct12,
Ct36 e Ct100; Nup107 em Ct12 e Ct100; Nup155 em Ct36, Ct50 e Ct100; e Nup160 em Ct12,
Ct50 e Ct100, além de aumento de expressao em Ct12 de Nup43 e Nup188 em Ctl12 e Ct50.

Esses dados nos levam a inferir que a diferenca de expressao encontradas nas nucleoporinas
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nos dois inseticidas testados pode estar relacionada com as alteracdes morfoldgicas
encontradas nos testiculos de C. claveri, como 0s espagcamentos entre 0s cistos e as alteracdes
na tunica. Entretanto, sdo necessarias mais investigacoes a respeito dos mecanismos de acao

desses inseticidas sobre essas proteinas.

Proteinas Ribossomais

Outra classe de genes que se apresentaram diferencialmente expressos nos tratamentos
com azadiractina e piriproxifem foram as RPLs e RPSs (proteinas ribossomais L e S), que sdo
essenciais para o crescimento, proliferagdo, diferenciacdo e desenvolvimento animal. O
comprometimento dessas proteinas pode retardar o crescimento celular e o desenvolvimento
animal (Zhou et al., 2015).

Em trabalho utilizando camundongos, pesquisadores encontraram que a radiacdo pode
induzir apoptose em espermatogonias, diminuindo a expressdo de Rpl27a (Li et al., 2020). Ja
em estudos com Drosophila, a insuficiéncia do gene RP que reduz o nimero de ribossomos e
a sintese de proteinas em Drosophila, induz desenvolvimento larval retardado, tamanho
corporal pequeno, esterilidade feminina e malformacao de asas e olhos (Zhou et al., 2015).

Genes paralogos RpL22e, localizados dentro das células germinativas mitéticas mais
préximas a regido apical e no citoplasma de espermatdcitos primarios, sdo necessarios para a
maturacdo dos espermatozoides e fertilidade desses insetos. Entretanto, a superexpressao do
mesmo paralogo causa reducdo da fertilidade e longevidade (Kearse et al., 2013; Mageeney et
al., 2018; Mageeney; Ware, 2019). Em estudo com mosca branca exposta ao piriproxifem, os
autores relataram que o aumento da expressdo de algumas proteinas ribossomais pode estar
relacionada ao mecanismo de resisténcia desses insetos (Ghanin; Kontsedalov, 2007), e o
tratamento com azadiractina induziu apoptose em células Sf9 e afetando a expresséo de varios
genes, como de algumas proteinas ribossomais (Shu et al., 2018).

Nossos resultados apontam a diminuicéo da expressao de diversas RPLs, sendo as que
se encontraram comuns em todos 0s grupos experimentais as RPL13, 27A, 30, 35, 37 e 38, e
ainda aumento de expressao de RPL5, 9 e 29 em Ct 12 e Ct50. Esses resultados podem ter
relagdo com a diminui¢do da fecundidade dos casais expostos, visto que muitos trabalhos

relacionam alteracdes na fecundidade quando essas proteinas sdo alteradas.

Proteinas dedo de zinco
E por dltimo, identificamos as proteinas zinc finger (ou dedo de zinco), que sdo uma

classe de proteinas regulatérias que podem participar de diversas atividades celulares. Essas
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proteinas foram caracterizadas como participantes do controle da homeostase celular e da
diferenciacdo em varios organismos. Foram identificadas altamente expressas em testiculos
humanos (Znf300) (Cao et al., 2007), e em camundongos, onde Zfpl05 aparece altamente
expressa na espermatogénese, durante a progressdo de espermatoOcitos para espermatides
arredondadas no testiculo de adultos (Przyborski et al., 1998; Zhou et al., 2010). Mutagdo em
Zfx pode levar a diminuigdo da fertilidade, devido a reducéo das células germinativas (Luoh
et al., 1997). Nos grupos tratados podemos observar diversas dessas proteinas com diferencas
de expressdo, tanto aumentadas quanto diminuidas, sendo necessario um maior
aprofundamento na analise deste grupo de proteinas para o entendimento de seu papel na
espermatogénese, visto que tivemos dificuldade em encontrar informacgdes na literatura que
nos permitisse comparar esses resultados na formacdo dos gametas masculinos em insetos.

Nossa andlise até o momento, fornece uma visdo geral dos genes diferencialmente
expressos nos testiculos dos insetos tratados com azadiractina e piriproxifem, oferecendo uma
rica base de dados para o aprofundamento em estudos futuros sobre 0 modo de agédo desses
inseticidas na reproducdo dos machos de C. claveri. De acordo com o encontrado na
literatura, acreditamos que os genes diferencialmente expressos encontrados nesta analise
inicial do transcriptoma, possam estar relacionados com as alteracbes morfolédgicas
observadas (descritas no capitulo 1 desta Tese), como espacamento entre 0s cistos
espermaticos, alteracdes na tunica e reducdo da fecundidade dos insetos.

Novas analises dos dados gerados pelo transcriptoma dos testiculos deste estudo serdo
feitas em breve e esperamos poder contribuir com informaces mais robustas e abrangentes

sobre o efeito de ambos os inseticidas nos testiculos do inseto ndo alvo C. claveri.
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Considerac0es finais

Os resultados obtidos neste estudo indicam uma possivel resposta tolerante do
predador de pragas C. claveri a exposicdo aos inseticidas azadiractina e piriproxifem em
ambiente laboratorial, mesmo tendo apresentado algumas alteracdes morfologicas e
ultraestruturais nos testiculos, as quais acreditamos estarem relacionadas aos genes
diferencialmente expressos observados na analise inicial do transcriptoma. Além disso, a
exposicdo aos inseticidas ndo gerou alteracbes importantes nos estagios de desenvolvimento
de larvas e pupas e nem na taxa de mortalidade. Houve uma pequena reducao da fecundidade,

porém com alta viabilidade reprodutiva dos individuos que completaram o ciclo de vida.

O estudo gerou, pela primeira vez, um banco de dados moleculares e de
bioinforméatica com a analise da expressdo génica para essa espécie, tanto aquela obtida em
resposta aos tratamentos investigados, como para a prépria espécie, 0 que certamente
enriquece o conhecimento sobre a biologia desta espécie de inimigo natural, contribuindo
para pesquisas futuras e estratégias de controle de pragas. Uma vez que, um dos principais
objetivos do manejo integrado de pragas seja a combinacdo do uso de inseticidas seletivos
com inimigos naturais de pragas, este estudo fornece importantes e promissoras informacdes
sobre a possibilidade de uso da azadiractina e do piriproxifem em associacdo a espécie
predadora C. claveri.



