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RESUMO

Fisiologia reprodutiva de Nezara viridula (Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Pentatomidae)

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a fisiologia reprodutiva de Nezara viridula (L,
1758) (Hemiptera: Pentatomidae) e os fatores que influenciam o seu processo reprodutivo, como
a frequéncia de cdpula, a associagdo a bactérias simbiontes e a utilizacdo de recursos nutricionais.
Andlises da composi¢do bioquimica da hemolinfa durante o processo de maturacdo reprodutiva
das fémeas indicaram que a concentragdo de proteina total aumentou gradativamente durante o
periodo de maturacdo dos ovdrios, sendo que as proteinas ligadas ao desenvolvimento de odcitos,
as vitelogeninas, tornaram-se disponiveis na hemolinfa a partir do décimo dia de idade, periodo
que corresponde a fase de pré-copula. O desenvolvimento e a maturagdo de odcitos ocorreram de
forma gradativa em fun¢do do aumento das proteinas disponiveis na hemolinfa das fémeas. A
copula nido foi essencial para o desenvolvimento dos ovdrios, indicando a inexisténcia de
estimulos fisiol6gicos associados a distensdo da espermateca ou a transferéncia de moléculas
associadas ao fluido seminal de machos. Entretanto, a freqiiéncia com que as fémeas copularam
afetou a capacidade reprodutiva de N. viridula, sendo as fémeas que copularam por duas vezes as
mais fecundas em relacdo aquelas que copularam miltiplas vezes. Este fato também indica a
existéncia de custos fisiolégicos associados a cOpula para fémeas, sendo ainda evidente a
inexisténcia de relacdo positiva entre os possiveis beneficios da transferéncia de nutrientes pelo
macho a fémea e o niumero de cépulas realizadas. Andlises relacionadas a utilizacdo de recursos
nutricionais indicaram que o desenvolvimento do ovério de N. viridula é basicamente dependente
de nutrientes adquiridos na fase adulta, sendo que a fecundidade de fémeas oriundas de ninfas
criadas em dieta de valor nutricional reduzido, foi recuperada quando adultos foram alimentados
em dieta de valor nutricional adequado. Foi verificado ainda uma rica diversidade de bactérias
associadas ao aparelho reprodutor masculino de N. viridula, com predominancia da
Enterobacteriaceae Klebsiella sp, a qual foi anteriormente relatada associada ao intestino de N.
viridula. Fémeas copuladas com machos infectados ou ndo por estas bactérias ndo apresentaram
qualquer efeito em sua capacidade reprodutiva.

Palavras-chave: Nutri¢do dos adultos; Reproducdo; Freqiiéncia de cépulas; Simbiontes
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ABSTRACT

Reproductive physiology of Nezara viridula (Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Pentatomidae)

The objective of this research was to evaluate the reproductive physiology of Nezara viridula
(L., 1758) (Hemiptera: Pentatomidae) and the factors that influence their reproductive process,
such as mating frequency, association to symbiotic bacteria and the use of food resources.
Analysis on biochemical composition of haemolymph during the reproductive maturation process
of females indicated that the total protein concentration increased gradually during ovary
maturation the proteins related to oocyte development, the vitellogenins, became available in the
hemolymph from the tenth day of age, corresponding to the pre-copulation. Oocyte development
and maturation occurred gradually due to the increase of protein available in hemolymph of
females. Copulation was not requered for ovary development, indicating the absence of
physiological stimuli associated with spermatheca distension or molecules with on male seminal
fluids. However, the frequency females mated affected the reproductive capacity of N. viridula,
to females that mated twice were the most fecund if compared to those mated multiple times.
This also indicates that there are physiological cost associated with mating frequency, and that
there is no positive relationship between the potential benefits from the transfer of nutrients from
male to female and the number of mates performed. Analysis related to the use of food resources
indicated that ovary development of N. viridula is basically dependent on nutrients acquired
during adulthood. Fecundity of females obtained from nymphs reared on a low nutritional value
diet was recovered when adults were fed on an adequate-nutritional diet. We further verified a
rich diversity of bacteria associated with the male reproductive system of N. viridula, with
predominance of the Enterobacteriaceae Klebsiella sp, which was previously reported associated
with the gut of N. viridula. Females copulated by males infected or not by these bacteria did not
show any effect on their reproductive capacity.

Keywords: Adult nutrition; Reproduction; Mating frequency; Symbionts
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1 INTRODUCAO

A maximizacdo do sucesso reprodutivo de fémeas ocorre com a maior producio de ovos
vidveis, enquanto a de machos € obtida com a fertilizacdo do maior nimero possivel de fémeas
(ARNQVIST; NILSSON, 2000). No entanto, sdo inimeros os fatores envolvidos no processo
reprodutivo e que afetam direta ou indiretamente a reprodu¢do de machos e fémeas, como a
nutricdo (FISCHER et al.,, 2004), a poliandria (ZEH; ZEH, 2001; GARCIA-GONZALES;
SIMMONS, 2007) e a presenca de simbiontes (MORAN; DUNBAR, 2006), entre outros.

E evidente que a nutricio é um dos principais fatores a afetar a reproducio em insetos. Os
nutrientes a serem utilizados no processo de reprodu¢do podem ter origem no processo de
alimentacdo da fase imatura ou adulta, dependendo da estratégia reprodutiva do inseto. A
utilizacdo de nutrientes adquiridos exclusivamente na fase imatura de alimentagdo ou adulta ndo é
definitiva, ocorrendo um gradiente entre estes extremos. Em muitos insetos, a capacidade de
utilizacdo de recursos nutricionais na fase adulta para sustentar processos ligados a reprodugao
estd diretamente ligada a sua capacidade de se alimentar. Os insetos que utilizam reservas de
nutrientes acumuladas por imaturos para sustentar seu processo reprodutivo sdo denominado de
“capital breeders”, enquanto aquelas que investem nutrientes adquiridos na fase adulta sdo
denominadas de “income breeders”. Os nutrientes adquiridos na fase adulta sio normalmente
derivados do seu alimento, mas podem também ter origem no processo de copula, dada pela
transferéncia de nutrientes associados ao fluido seminal de machos (BOGGS, 1997; JERVIS;
FERNS, 2004; TAMMARU; HAUKIOJA, 2006). A intera¢do de recursos nutricionais das fases
imatura e adulta afeta diretamente o processo reprodutivo das fémeas como o desenvolvimento
dos ovdrios, a vitelogénese e a fecundidade (ADAMS, 1997).

A aquisicdo de nutrientes via cOpula pode ser influenciada pelo nimero de copulas
realizadas pela fémea, dada pela quantidade do complexo de proteinas produzido pelas glandulas
acessorias do macho, que pode ser transferido a fémea juntamente com o esperma, no momento
da fecundacdo (WOLFNER, 2002). Este complexo de proteinas pode exercer efeitos diversos na
fisiologia e comportamento das fémeas, sendo que muitas servem de nutrientes para a sustentacao
de tecidos somdticos da fémea, para a sustentacdo do processo de vitelogénese ou
desenvolvimento do embrido (CHEN, 1984; WOLFNER, 1996; HAYASHI; HAMIMURA,
2002). No entanto, ha custos associado a cépula, sendo que o tempo e a energia gastos durante a

copula (DALY, 1978; WATSON; ARQNVIST; STALLMAN, 1998) estdo associados a riscos,
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como o aumento da taxa de predacdo (ARNQVIST, 1997), a injtria fisica (HELVERSEN;
HELVERSEN, 1991; CRUDGINGTON; SISA-JOTHY, 2000) podendo levar a infec¢do por
parasita ou patdgeno (HURST et al., 1995), uma vez que a cOpula pode resultar na supressao da
resposta imune, tornando o inseto mais susceptivel a infec¢do por patdgenos (ROLFF; SISA-
JOTHY, 2002). A cépula também pode inibir a receptividade das fémeas a outros machos
(SNOOK, 1998). Estes custos associados com o acasalamento podem diminuir a longevidade e a
fecundidade das fémeas (ARNQVIST; NILSSON, 2000; OMKAR; MISHRA, 2005). De uma
forma geral, mesmo com os riscos associados a realizacdo de multiplas cOpulas, varios sdo os
casos em que ocorre estreita relacdo entre o numero de cOpulas realizado pela fémea e a
fecundidade (MCLAIN; LANIER; MARSH, 1990; WARD; LANDOLT, 1995; HSU; WU, 2000)

Virios insetos apresentam relagdes de simbiose das mais diversas com microrganismos,
que podem ser facultativas ou obrigatdrias, resultando em interacdes neutras, mutualisticas ou
patogénicas. As interagdes em que as associacdes sdo obrigatdrias sdo normalmente relagcdes de
mutualismo, enquanto aquelas associacdes facultativas podem resultar em relagdes bastante
varidveis, que podem afetar a aptiddo biolégica do hospedeiro, no caso, o inseto (DIXON, 1998;
WERNEGREEN, 2002). Os simbiontes obrigatérios sdo sempre transmitidos verticalmente,
existindo um alto grau de dependéncia entre hospedeiro e simbionte. Neste caso, hospedeiros
dependem da disponibilizacio de nutrientes produzidos pelo simbionte, os quais sdo
normalmente encontrados em concentracdes inadequadas na sua dieta natural, influenciando,
assim, o seu crescimento, desenvolvimento e reproducdo (DOUGLAS, 1996; WERNEGREEN,
2002; MORAN; DUNBAR, 2006). J4 os simbiontes facultativos podem ser transmitidos vertical
ou horizontalmente, intra ou extracelulares, distribuindo-se por diferentes tecidos do hospedeiro.
Podem influenciar o sistema imune de seus hospedeiros, tornando-os mais resistentes a
parasitéides e patégenos, influencia a resisténcia do hospedeiro a fontes de estresse e o
comportamento de selecdo hospedeira, além de contribuir de forma negativa ou positiva para a
capacidade reprodutiva dos mesmos (CHEN; MONTLOR; PURCELL, 2000; GOEBEL; GROSS,
2001; OLIVER et al., 2003).

Desta forma, estudos que permitam compreender a fisiologia reprodutiva de insetos sdo
extremamente importantes para que melhor se entenda a sua bioecologia, utilizando-se dessas
informacdes para melhor compreender os aspectos ligados a sua reprodugdo e,

consequentemente, a sua capacidade de crescimento populacional, permitindo a utilizagcdo destes
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conhecimentos no desenvolvimento ou na melhor aplicacio de técnicas de controle do inseto ou
no desenvolvimento de sistemas de criacdo eficientes, que visem a producdo de agentes de
controle bioldgico, por exemplo. Assim, a presente pesquisa buscou estudar os diversos fatores
que afetam a reproducdo de Nezara viridula (Hemipetra: Pentatomidae), para que estes
conhecimentos possam ser aplicados ao desenvolvimento de programas de controle bioldgico ou

de outras taticas de controle deste inseto praga.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estratégias reprodutivas de insetos

2.1.1 Morfologia do aparelho reprodutor feminino

O aparelho reprodutor feminino de insetos desempenha vérias fungdes como a producio de
ovos, recepcdo e armazenamento de espermatozoides e a coordenacdo de eventos envolvidos na
oviposi¢io (BUNING, 1994; CHAPMAN, 1998; PAPAJ, 2000; SIMICZYJEW, 2003).

Os ovdrios de insetos podem ser divididos em dois tipos, panoistico e meroistico, baseando-
se no destino de células germinativas no decorrer do desenvolvimento (NIJHOUT, 1994;
CHAPMAN, 1998). Nos ovdrios panoisticos, todas as células germinativas podem se tornar
odcitos, enquanto que nos meroisticos as divisdes dos cistoblastos levam a formagdo de
agrupamentos de células irmas que permanecem conectadas por pontes citoplasmaticas. Os
cistécitos sofrem diferenciacdo, dando origem aos trofdcitos e odcitos (BUNING, 1994;
SIMICZYJEW, 2003).

Os ovdrios meroisticos podem ser classificados em duas categorias: politréficos e
teletroficos. Os politréficos sdo caracterizados pela formacdo alternada de trofécitos e odcitos ao
longo do ovariolo, sendo que os trofocitos acompanham os odcitos ao longo do seu
desenvolvimento no ovario. No caso dos ovarios teletréficos, as células tréficas sdo mantidas
numa camara terminal, comunicando-se com os odcitos via cordao tréfico (KING; BUNING,
1985; BUNING, 1994; GILLOT, 2005). Os representantes da ordem Hemiptera possuem ovario
do tipo meroistico teletréfico, exibindo de 1 a 15 ovariolos por ovdrio nas subordens
Auchenorrhyncha e Sternorryncha, e cerca de 7 na subordem Heteroptera (BUNING, 1985; 1994;
HUMMEL; ZALOM; PENG, 2006).

De forma geral, o aparelho reprodutor feminino de insetos é formado por um par de
ovérios, sendo cada ovdrio formado por ovariolos e um oviduto lateral, que convergirdo
formando o oviduto comum. Este continua posteriormente pela vagina, formada por células
epiteliais, que se abre no exterior via gondporo feminino ou vulva. Também hé a espermateca,
estrutura que recebe e armazena espermatozdides durante o intervalo entre a cépula e a

fecundacdo dos odcitos. O nimero de ovariolos € bastante varidvel entre os diferentes tdxons,
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ocorrendo de um ovariolo funcional em pulgdes viviparos a mais de 2000 ovariolos em rainhas
de cupins (BUNING, 1994).

Cada ovariolo apresenta-se organizado em trés regides distintas, sendo: i) filamento
terminal, localizado na extremidade anterior do ovariolo, podendo unir-se aos demais filamentos
dos ovariolos, formando o filamento mediano, que sustenta o ovdrio na cavidade abdominal; ii)
germdrio ou trofério, regido apical do ovariolo logo abaixo do filamento terminal, onde esta
estrutura abriga células que dardo origem aos trofécitos, odcitos e células foliculares,
constituintes do foliculo ovariano; iii) viteldrio, regido posterior ao trofdrio, na qual o odcito
passa pelo processo de vitelogénese e coriogénese, compreendendo a maior por¢dao do ovariolo

(BUNING, 1994; SANTOS; GREGORIO, 2003).

2.1.2 Acasalamento

Assim como em outros organismos em que ocorre a fecundagdo interna, a copula nos
insetos consiste na transferéncia de esperma para as fémeas, trazendo ainda como beneficios a
transferéncia de nutrientes e 4gua (HOLLANDER; GWYNNE, 2009). Cada c6pula oferece uma
oportunidade para machos deixarem seus descendentes; com isso, a aptidao biolégica dos machos
esta relacionada ao numero de fémeas inseminadas durante sua vida, sendo o seu sucesso
reprodutivo proporcional a sua freqiiéncia de copulas. J4 o sucesso reprodutivo de fémeas €
alcancado pela maior producao de ovos vidveis, que pode ou ndo ser influenciada pelo nimero de
copulas realizado. No entanto, devido a existéncia de custos bioldgicos associados a copula e
reproducdo, os beneficios da realizacdo de copulas miltiplas no sucesso reprodutivo nem sempre
sdo verdadeiros para as fémeas (ARNQUVIST; NILSSON, 2000; JENNIONS; PETRIE, 2000).

E comum a observagdo de muiltiplas c6pulas em fémeas de insetos, ligadas ou ndo a
poliandria. Estudos sobre as possiveis fungdes da ocorréncia de multiplas copulas em fémeas
produziram grande ntimero de informacdes que demonstram o seu efeito na aptidao bioldgica de
fémeas. VariacOes na freqiiéncia de copulas geralmente demonstram que multiplas copulas
aumentam a fecundidade de fémeas, apesar de alguns relatos abordarem os efeitos negativos
dessa atividade sexual freqiiente (RIDLEY, 1988; OMKAR, 2005).

Existem vdrias estratégias para se evitar a competi¢do em espécies que realizam multiplas

copulas. O periodo de duracdo da cépula pode ser estratégico no processo de competicao entre
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machos, ja que cépulas prolongadas limitam o acesso de outros machos aquela fémea e permitem
a transferéncia do volume maximo de espermatozoides e de substincias associadas a vesicula
seminal, levando ao completo preenchimento da espermateca, evitando, assim, que a fémea se
torne receptiva novamente (WANG; MILLAR, 1997; MCLAIN, 1998; RUTOWSKI, 1998).
Entretanto, assim como demonstrado para Nezara viridula e Nezara antennata (Heteroptera:
Pentatomidae), a realizacdo de uma segunda copula pode se fazer necessaria devido a perda de
fluido seminal durante o préprio processo copulatério (KON; NUMATA, 1993). Por isso, a
realizagdo de multiplas copulas € necessdria na maioria dos insetos, podendo influenciar a
fertilidade das fémeas (RIDLEY, 1988; MCLAIN, 1998; TORRES; ZANUNCIO, 2001).

No entanto, o acasalamento envolve custo para as fémeas, sendo que o tempo e a energia
gastos durante a cépula (DALY, 1978; WATSON; ARQNVIST; STALLMAN, 1998) estdo
associados a riscos, como o aumento da taxa de predacdo (SHINE; O’CONNER; MASON,
2000), reduc¢do na alimentacdo (ROWE, 1992) ou oportunidade de oviposicio (SAKURALI;
KASUYA, 2008), podendo reduzir a longevidade e a fecundidade (MUHLHAUSER;
BLANCKENHORN, 2002; BATEMAN; FERGUSON; YERMAN, 2006; RONN; KATVALA;
ARNQVIST, 2006), além de causar injdria fisica (HELVERSEN; HELVERSEN, 1991).

Ha evidencias que a cépula suprime a atividade antibacteriana (MCKEAN; NUNNEY,
2001) e o sitema imune do inseto (BREY, P.T.; HULTMARK. 1998), consequentemente
aumenta o potencial de sucesso de transmissdo de doencas sexualmente transmissiveis. A copula
induz baixa regulac¢do da funcdo imune podendo ser uma porta de entrada de patdgenos (HURST
et al., 1995; ROLFF; SIVA-JOTHY, 2002)

O sucesso reprodutivo de fémeas também envolve a selecdo de parceiros com alta aptiddo
bioldgica. Diversas caracteristicas estdo envolvidas no processo de sele¢do sexual das fémeas,
sendo que o tamanho dos machos tem sido normalmente relacionado como um dos principais
atributos no processo de selecao por parceiros (MCLAIN; LANIER; MARSH, 1990). Para N.
viridula, machos maiores liberam maior quantidade de ferom6nio (MCLAIN, 1980) e sdo mais
competitivos e agressivos em relacdo aos menores, tendo maior probabilidade de fecundar as
fémeas (MCLAIN, 1980; 1985). Insetos maiores também transferem maior quantidade de
nutrientes durante a copula, influenciando a fecundidade de fémeas (GWYNNE, 1984; KASULE
1986).
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Ainda, um dos fatores relacionados com a fecundidade das fémeas € a sanidade dos
machos. Machos doentes podem transmitir as fémeas infeccdes via copula, comprometendo o
sucesso reprodutivo e a saude das mesmas. Na maioria dos insetos, cOpulas com machos
infectados afetam negativamente a fecundidade e fertilidade de fémeas (JAENIKE, 1988; ZUK,
1988).

2.1.3 Contribuicao nutricional via cépula

Durante a c6pula os machos transferem fluido seminal contendo esperma e uma variedade
de peptideos especializados produzidos por glandulas acessérias (CHEN, 1984; WOLFNER,
2002). Numerosos estudos demonstraram que as glandulas acessorias possuem papel essencial na
reproducdo de insetos. Andlises quantitativas da secrecio do macho de Menida scotti
(Heteroptera: Pentatomidae) indicaram altas concentra¢des de proteinas e lipideos na secre¢dao
dos bulbos ejaculatérios e das glandulas acessorias, tendo valores bastante elevados quando
comparados aqueles encontrados na hemolinfa do inseto, evidenciando que as secre¢des do
macho t&€m alto valor nutricional (KOSHIYAMA et al., 1996).

Diversos efeitos na fisiologia e comportamento das fémeas podem ser induzidos pelas
substancias transferidas juntamente com o esperma (HINTON, 1974). O complexo de proteinas
penetra na hemolinfa apds a copula e influencia os sistemas nervoso e enddcrino, promovendo a
elevacdo da oviposicdo e diminuindo a taxa de recopula pela inibicdo da receptividade sexual
(CHEN, 1984). Também podem estar envolvidas na competi¢do de esperma entre machos, tendo
efeito negativo no esperma do macho armazenado na cépula precedente (HARSHAMAN;
PROUT, 1994; CLARK et al., 1995).

Em Aedes, as secregdes das glandulas acessOrias desencadeiam vdrias reacgdes
fisiolégicas, como a inducdo de monogamia estimula a oviposi¢do, aumenta a fertilidade e
longevidade (RAMALINGAM; CRAIG, 1978). Em Drosophila, granulos da secre¢do auxiliam
na mobilidade do espermatozdide no canal genital das fémeas, servindo de substrato energético
para manter a atividade do espermatozodide, além de auxiliar sua penetragdo no ovo (BAIRATI,
1966).

O complexo de proteinas transferido para as fémeas aumenta a reproducio e também pode

ser utilizado como componente nutritivo para a manutencao de tecidos sométicos. Essas proteinas
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influenciam a fecundidade quando as f€meas estdo sob estresse nutricional (BUTLIN;
WOODHATCH; HEWITT, 1987; BOGGS, 1990; WHEELER, 1996), e a fertilidade
(KLOWDEN, 1999). Fémeas de Isophya kraussi (Orthoptera: Tettigoniidae) podem utilizar o
fluido seminal como dieta para a manutencdo do corpo até encontrar outra fonte alimentar
(VOIGT et al., 2006). A reserva de energia que o espermatozdide de I. kraussi possui é
considerada o dobro daquela gasta diariamente pela fémea. Durante o intervalo entre cépulas (2
dias), fémeas podem se nutrir exclusivamente de espermatozoéides, os quais fornecem energia
suficiente para a producdo de ovos e também para a manutencdo da homeostase do corpo
(VOIGT et al., 2006).

Estudos realizados com Ellychnia corrusca (Coleoptera: Lampyridae) e Photinus ignitus
(Coleoptera: Lampyridae) demonstraram que as proteinas transferidas pelos machos durante a
copula foram alocadas de forma distinta nestas espécies. Fémeas de P. ignitus alocaram a maior
parte das proteinas transferidas pelo macho para a maturagdo de odcitos dentro de dois dias apds
a copula, enquanto que E. corrusca destinou a maioria das proteinas ao tecido adiposo. Para as
fémeas que ndo se alimentam e tem longevidade curta, os recursos nutricionais advindos dos
machos s@o alocados para a produgdo de ovos, enquanto fémeas que se alimentam e sdo mais
longevas destinam grande parte desses recursos para a manutencdo do metabolismo bdsico e

tecidos somaticos (ROONEY; LEWIS, 1999).

2.2 Nutricao dos insetos

2.2.1 Alocacao de recursos nutricionais

Os insetos possuem diferentes estratégias de reproducao relacionadas ao desenvolvimento
ovariano e as decisdes de alocacdo dos recursos nutricionais adquiridos ao longo do
desenvolvimento pré-imaginal e imaginal. Assim, existem dois extremos que ilustram essas
diferentes estratégias reprodutivas, a pré-ovigenia e a sinovigenia, existindo, € claro, aquelas
espécies que se distribuem em um gradiente entre esses dois extremos € que podem ser
categorizadas pela determina¢do do indice de ovigenia (JERVIS; FERNS, 2004).

A pré-ovigenia ocorre naqueles insetos em que as fémeas emergem com o complemento

total de odcitos, os quais estdo prontos para fertilizacdo e deposi¢do, como sdo os casos de
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Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Bruchidae) e Callosobruchus chinensis (Coleoptera:
Bruchidae). Neste caso, o desenvolvimento do ovério e a capacidade reprodutiva destes insetos
estardo ligados a nutri¢do da fase imatura e a alocagdo dos nutrientes para o desenvolvimento
ovariano durante o processo de metamorfose (YANAGI; MIYATAKE, 2003). Durante a
metamorfose, excedentes de nutrientes adquiridos durante o estdgio imaturo sdo realocados e os
adultos emergem com certo nivel de reserva advinda da fase juvenil. A qualidade, quantidade e
alocagdo de reservas nutricionais da fase pré-imaginal para a producdo de ovos e sobrevivéncia
de adultos sdo aspectos chaves para os insetos (BOGGS, 1997a, b). Desta forma, a fecundidade
de insetos pro-ovigénicos independe da nutri¢do do adulto (YANAGI; MIYATAKE, 2003).

A sinovigenia é comum aos insetos em que as fémeas emergem sem ou com poucos
odcitos desenvolvidos, ocorrendo o amadurecimento gradual dos mesmos, dependendo da
qualidade e quantidade de nutrientes adquiridos pela alimentacdo na fase adulta (KARLSSON,
1994; BOGGS 1997b; OBERHAUSER, 1997).

Assim como nos demais insetos que necessitam adquirir nutrientes via alimentacdo na
fase adulta para a sustentacdo do processo reprodutivo, a qualidade e quantidade das fontes
nutricionais para Heteroptera influenciam diretamente os processos de sintese de vitelogeninas
(vitelogénese) e oogénese (ADAMS, 1997; DAVEY, 1997). A nutri¢do nos estidgios imaturo e
adulto impacta o desenvolvimento reprodutivo e a fisiologia dos insetos. Fontes nutricionais nos
estdgios imaturos e adultos podem ser utilizadas para a producdo de ovos por todo o periodo
reprodutivo das fémeas. O custo de producdo de ovos em insetos pode ser visto como dois
componentes distintos, tendo custo para a matura¢ao dos ovos (oogénese) e o custo da oviposi¢ao
(YANAGI; MIYATAKE, 2003; RONN; KATVALA; ARNQVIST, 2006). Nutrientes alocados
na fase imatura de fémeas de Dinarmus basalis (Hymenoptera: Pteromalidae) foram os mais
importantes para a producio de ovos logo apds a emergéncia deste inseto. Entretanto, as reservas
oriundas da fase larval para a producio de ovos diminuiram em dias subseqiientes, e os adultos
utilizaram nutrientes adquiridos via alimentagdo durante a fase adulta (RIVERO; GIRON;
CASAS, 2001).

Para Podisus maculiventris (Hemiptera: Pentatomidae), a fonte nutricional de ninfas tem
papel importante no desenvolvimento dos ovarios, principalmente na formagao dos foliculos pré-
vitelogénicos. A fonte alimentar dos adultos torna-se importante durante o processo de

vitelogénese, enquanto todo o processo reprodutivo, incluindo a fecundidade e sobrevivéncia dos
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descendentes, ¢ afetado pela interacdo dos recursos nutricionais das fases imatura e adulta
(WHEELER, 1996; WITTMEYER; COUDRON, 2001). Para Macrolophus caliginosus
(Heteroptera: Miridae), o regime alimentar influenciou os pardmetros bioldgicos do predador. A
qualidade do alimento na fase adulta foi mais importante em relacdo a fase ninfal. M. caliginosus
criados em dieta artificial na fase ninfal e transferidos posteriormente para dieta natural, ovos de
Ephestia kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae), apds a emergéncia, produziram quatro vezes mais
ovos em relacdo aos adultos mantidos em dieta artificial. Fémeas alimentadas com ovos de E.
kuehniella apresentaram maior nimero de odcitos em relacdo aquelas alimentadas com dieta

artificial (VANDEKERKHOVE et al., 2006).

2.3 Simbiontes

Muitas espécies de insetos em vérias ordens dependem obrigatoriamente do mutualismo
com microrganismos, principalmente bactérias (MORAN; BAUMANN, 2000). Esta associa¢do
de mutualismo, intracelular na maioria das vezes, ¢ chamada de primdria (P) ou obrigatdria, ja
que s@o necessdrias a sobrevivéncia e reproducdo de seu hospedeiro. Endossimbiontes primarios
de insetos ocorrem em células especializadas do hospedeiro, chamadas de bacteridcitos ou
micetdcitos, que podem formar uma estrutura unica, denominada bacterioma ou micetoma,
composta de uma regido celular e outra sincicial, e que se localiza na cavidade hemocélica do
inseto hospedeiro (WERNEGREEN, 2002). Os simbiontes primdrios sdo transmitidos
verticalmente, existindo alta dependéncia entre hospedeiro e simbionte, como as associagdes
afideos-Buchnera e a mosca tsé-tsé-Wigglesworthia. Esses simbiontes apresentam adaptacdes
particulares, sendo normalmente associados a processos metabdlicos como a sintese de nutrientes
essenciais e reciclagem de nitrogénio, compensando, desta forma, as defici€ncias nutricionais da
dieta natural de seus hospedeiros, assim como indicam as andlises recentes do genoma dos
mesmos (DOUGLAS, 1996; WERNEGREEN, 2002; TAMAS et al., 2002; MORAN, 2003).

Existem também aqueles simbiontes denominados secunddrios (S), que estdo associados
facultativamente aos seus hospedeiros. Os simbiontes secundarios podem ser encontrados em
diversos 6rgdos dos insetos, habitando ou ndo o ambiente intracelular, sendo transmitidos de

forma vertical ou horizontal (WERREN, 1997; WERREN; WINDSOR, 2000).
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Existem mecanismos distintos de transmissdo de simbiontes que envolvem rotas internas
e externas de transmissdo, garantindo a associagdo permanente entre hospedeiro-simbionte. Na
maioria das espécies, os simbiontes sdo transmitidos verticalmente, por via transovariana, i)
infectando células germinativas imaturas, como oogodnia ou odcitos pré-vitelogénicos, ii)
invadindo odcitos em estdgio avancado de maturacdo, e, nas formas partenogenéticas, como
afideos, iii) infectando o ovo durante a embriogénese (AL-KHALIFA, 1984; GUTZEIT;
ZISSLER; PEROMDINI, 1985; SACCHI et al., 1985; ZELAZOWSKA; BILINSKI, 1999). Em
ninfas de Anoplura, os bacteridcitos se distribuem entre as células epiteliais do intestino médio e
na base dos ovariolos, em contato com os ovidutos laterias, sendo transferidos para os odcitos
durante a oogénese (SACCHI et al., 2000). Para outros grupos de insetos, os simbiontes migram
do bacteridcito e penetram as células germinativas. No caso de afideos sexuados, por exemplo,
acredita-se que o simbionte primdrio Buchnera aphidicola invada os ovos pouco antes da
oviposic¢do via corddo tréfico (BAUMANN, 2005). Para Diaphorina citri (Hemiptera: Psyllidae),
a migracdo de simbiontes estd relacionada ao inicio do ciclo oogénico, ocorrendo a invasdao no
odcito nas etapas de pré-vitelogénese e vitelogénese, podendo invadir o ovdério (viteldrio e
trofario) individualmente ou por meio de bacteridcitos (DOSSI, 2008).

Para simbiontes extracelulares, como aqueles presentes no limen do intestino médio
(Reduvidae) ou nos cecos gastricos (Pentatomidae, Plataspidae e Alydidae), a sua transmissao
também envolve mecanismos especificos. Em Megacopta punctatissima (Heteroptera:
Plataspidae), fémeas depositam seus ovos juntamente com cdpsulas fecais contendo simbiontes
que habitam o trato digestivo deste inseto. Estas capsulas sdo depositadas junto a base dos ovos e
sdo repletas de bactérias pertencentes a subdivisdo y das proteobactérias, que colonizardo o
intestino de ninfas recém-eclodidas ap0s a utilizagdo das capsulas como substrato alimentar pelas
mesmas (FUKATSU; HOSOKAWA, 2002). Para o pentatomideo N. viridula, os simbiontes do
trato digestivo sdo transferidos para seus descendentes também via alimentacio de ninfas recém-
eclodidas. Neste caso, os simbiontes sdo espalhados sobre a superficie externa dos ovos, ficando
acessiveis as ninfas durante o comportamento gregdrio do primeiro instar, quando entido sio
ingeridos pelas mesmas (PRADO; RUBINOFF; ALMEIDA, 2006). Provavelmente, simbiontes
extracelulares localizados no trato digestivo destes percevejos tenham desenvolvido mecanismos
extracelulares de transmissdo, ao contrario da transmissdo transovariana encontrada em

simbiontes intracelulares de outros insetos (KIKUCHI et al., 2009). Para Riptortus clavatus
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(Hemiptera: Alydidae) e Leptocorisa chinensis (Hemiptera: Alydidae), os simbiontes dominantes
no trato digestivo ndo sdo transmitidos verticalmente pelas fémeas, sendo adquiridos no ambiente
(solo), a cada geragdo, durante o primeiro instar (KIKUCHI et al., 2005, 2007). Ainda podem ser
encontrados aqueles simbiontes que sdo transferidos durante a cépula e que se alojam nas
estruturas reprodutivas dos adultos, estabelecendo relacdes patogénicas, as quais resultam na
reducdo da fertilidade e longevidade dos adultos (MORAN; DUNBAR, 2006).

O comportamento e a biologia dos insetos na fase imatura podem ser afetados pelos
simbiontes. Ninfas recém-eclodidas de M. punctatissima mudam o comportamento quando
eclodem de ovos que ndo possuem cadpsulas de simbiontes associadas. As ninfas ndo permanecem
agregadas durante o primeiro instar, e os aspectos bioldgicos sdo afetados de forma negativa, com
prolongamento da fase ninfal, aumento da taxa de mortalidade e formagdo de adultos estéreis
(FUKATSU; HOSOKAWA, 2002; HOSOKAWA et al., 2008). O comportamento de agregacao
estd relacionado com a defesa contra dessecacdo e a predagdo por inimigos naturais, o
desenvolvimento rdpido e a redu¢do da mortalidade (KIRITANI, 1964; LOCKWOOD; STORY,
1986), além de ser necessdrio para a aquisicdo de simbiontes presentes na superficie dos ovos
(PRADO et al., 2009). O efeito dos simbiontes sobre os hospedeiros pode estar relacionado com
a origem polifilética das bactérias associadas aos Pentatomidae (PRADO; ALMEIDA, 2009).
Essa associagdo estd baseada em um tnico modo de transmissdo, o qual inclui uma curta fase na
qual o simbionte estd fora de seu hospedeiro. O fato dos simbiontes ndo serem essenciais para
seus hospedeiros nio significa que os mesmos ndo sejam importantes. Para Parastrachia
japonensis (Hemiptera: Parastrachiidae), os simbiontes exercem um importante papel nutricional
e ainda participam da protecdo contra condi¢Oes adversas (KASHIMA; NAKAMURA; TOJO,
2006).

A associacdo inseto-simbionte secundario pode ser benéfica ou prejudicial ao hospedeiro.
Algumas dessas associacdes facultativas influenciam diretamente a reproducdo do hospedeiro,
como, por exemplo, a a-proteobactéria Wolbachia, de ocorréncia comum entre os invertebrados,
e o bacterioidete Cardinium, comum a acaros, homopteros e seus inimigos naturais, os quais
afetam o modo de reproducdo de seus hospedeiros (WERREN, 1997; WERREN; WINDSOR,
2000; ZCHORI-FEIN et al., 2001; ZCHORI-FEIN; PERLMAN, 2004).
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3 DESENVOLVIMENTO E MATURACAO DO OVARIO DE Nezara viridula (Linnaeus,
1758) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE)

Resumo

O desenvolvimento e a maturacdo do ovario de fémeas de Nezara viridula (L., 1758)
(HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) foram avaliados observando-se alteracdes na composi¢ao
bioquimica da hemolinfa, dada pela sintese de proteinas relacionadas a reproducdo, e na
morfologia do ovério deste percevejo. Para tanto, foram feitas andlises quantitativas e qualitativas
de proteinas e observagdes das alteragdes estruturais do ovério desse percevejo ao longo dos
periodos pré-reprodutivo e reprodutivo. A concentracdo de proteinas totais na hemolinfa de
fémeas aumentou gradativamente até o término do periodo de pré-cépula, mantendo-se inalterada
ap6s o mesmo. As vitelogeninas, proteinas ligadas a reproducio, surgiram na hemolinfa apenas
apds o décimo dia de vida, o qual marca o término do periodo de pré-cépula desse inseto. A
concentracdo de proteinas totais na hemolinfa apds a cépula foi sempre inferior em fémeas
acasaladas em relagdo as virgens, apesar dos niveis de vitelogeninas da hemolinfa terem se
mantido semelhantes ao longo do periodo de observacdo. No entanto, a concentracdo das
vitelogeninas na hemolinfa de fémeas virgens foi decrescente apds o décimo sétimo dia de vida
em relacdo as fémeas acasaladas. O desenvolvimento e a maturacdo de odcitos ocorreram de
forma gradativa em funcdo da idade. Fémeas com 10 dias de idade apresentaram odcitos
corionados, prontos para serem fertilizados. A cépula ndo estimulou o desenvolvimento de
odcitos em N. viridula, mas a sua auséncia parece ter estimulado a reabsor¢do de odcitos apds o
décimo sétimo dia de vida.

Palavras-chave: Vitelogénese; Reproducgdo; Odcitos; Ovario

DEVELOPMENT AND MATURATION OF THE OVARY OF Nezara viridula (Linnaeus,
1758) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE)

Abstract

The development and maturation of the ovary of female stinkbugs of Nezara viridula (L.,
1758) (Hemiptera: Pentatomidae) were evaluated by assessing the ovary morphology and
alterations in the biochemical composition of the hemolymph regarding protein synthesis related
to reproduction. Quantitative and qualitative protein analyses and morphological changes in the
ovary were observed during the pre-reproductive and reproductive stages. The total concentration
of proteins in female hemolymph gradually increased up to the end of the pre-mating stage,
remaining unaltered thereafter. The vitellogenins, proteins linked to reproduction, only appeared
in the hemolymph 10 days after adult emergence and signal the end of the pre-mating stage of N.
viridula. Total protein concentration in the hemolymph after mating was always lower in mated
females compared to virgins even though vitellogenin levels in the hemolymph were similar
throughout the observation period. However, vitellogenin concentration in the hemolymph of
virgin females decreased after the seventeenth day after emergence compared mated females.
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Oocyte development and maturation were gradual and age dependent. Ten-day-old females had
chorionated oocytes which were ready for fertilization. Mating did not stimulate oocyte
development in female N. viridula, but its absence appear to have stimulated oocyte resorption in
17-day-old females.

Keywords: Vitellogenesi; Reproduction; Oocytes; Ovary

3.1 Introducao

Em insetos, a vitelogénese € basicamente um processo heterossintético, ocorrendo
primordialmente no tecido adiposo, que sintetiza o principal componente do vitelo, as proteinas
denominadas de vitelogeninas. Os produtos sintetizados pelo tecido adiposo exigem a
especializacdo de odcitos para a absor¢ao necessdria das proteinas extra-ovarianas produzidas e
liberadas na hemolinfa pelo tecido adiposo. A absor¢cdo de nutrientes pelos odcitos é dada por
processos de endocitose mediados por receptores especificos. Assim, o processo de vitelogénese
pode ser divido nas fases de sintese e de absor¢c@o, ambas sob regulacdo hormonal (RAIKHEL;
DHADIALLA, 1992; RAIKHEL; BROWN; BELLES, 2005; SWEVER et al., 2005; ZIEGLER;
VAN ANTWERPEN, 2006).

As vitelogeninas fazem parte de um grupo de proteinas que sdo sintetizadas fora do ovario
e originam as principais proteinas presentes no ovo, as vitelinas (HAGEDORN; KUNKEL, 1979;
SWEVER et al. 2005). As vitelinas de insetos desempenham importante papel nutritivo durante a
embriogénese, atuando como fonte de aminodcidos, lipideos e carboidratos para o embrido em
desenvolvimento (MASUDA; OLIVEIRA, 1985).

O processo de vitelogénese € regulado por horménios, como o hormodnio juvenil
(ENGELMANN; 1979; WYATT, 1988), os ecdisterdides (HAGEDORN; KUNKEL, 1979)
HAGEDORN, 1985) e os hormdnios neurossecretores (RAABE, 1986). Os ecdisteréides e o
hormonio juvenil também sdo os principais hormonios relacionados com o desenvolvimento de
insetos (RIDDIFORD et al., 2003). Em Heteroptera, a vitelogénese € primariamente regulada
pelo hormonio juvenil, sendo discreta a acdo dos ecdisterdides (DITTMANN; BICZKOWSKI,
1995; DAVEY, 1997). O hormonio juvenil regula a sintese de vitelogenina pelo tecido adiposo,
assim como a absor¢do de vitelogeninas disponiveis na hemolinfa pelo odcito em

desenvolvimento (MARTINEZ; GARCERA, 1987; HIRAI, et al., 1998).



41

No entanto, o processo de desenvolvimento ovariano de insetos estd relacionado com a
estratégia de reproducdo dos mesmos. Insetos apresentam diferentes estratégias reprodutivas
dependendo das decisdes de alocagdo e utilizacdo de nutrientes adquiridos nas fases pré-imaginal
e imaginal (ALCOCK; GWYNNE, 1991; HUFFAKER; GUTIERREZ, 1999; JERVIS; BOGGS;
FERNS, 2005). Assim, insetos podem decidir por investir os recursos nutricionais adquiridos na
fase imatura para o desenvolvimento do soma e de reserva nutritivas, exigindo a aquisi¢do de
nutrientes na fase adulta para a sustentacdo das atividades reprodutivas. Estes insetos sdo
classificados como sinovigénicos. O desenvolvimento de ovos apds a emergéncia de fémeas pode
ser decorrente da utilizacdo de reservas nutritivas adquiridas na fase imatura, as quais se
encontram armazenadas no tecido adiposo, mas principalmente de nutrientes adquiridos via
alimentagdo. Portanto, a qualidade e quantidade de nutrientes adquiridos pela alimentacdo na fase
adulta sdo de extrema importancia para o desenvolvimento e maturacio de odcitos (KARLSSON,
1994; BOGGS, 1997; OBERHAUSER, 1997). Neste contexto, insetos da ordem Heteroptera
necessitam adquirir nutrientes na fase adulta, via alimentagdo, para o desenvolvimento de ovarios
e producdo de odcitos (ADAMS, 1997; DAVEY, 1997). Outra fonte comum de nutrientes
utilizada por fémeas sinovigénicas € o fluido seminal produzido por machos (WHEELER, 1996;
POIANI, 2006). Entretanto, hd espécies que priorizam a rdpida reproducdo, utilizando nutrientes
da fase imatura para o desenvolvimento de seu aparelho reprodutor, dando origem a adultos aptos
a se reproduzir logo apds a emergéncia, sendo os mesmos classificados como pré-ovigénicos
(JERVIS; FERNS, 2004).

Estudos relacionados ao desenvolvimento e maturacdo do aparelho reprodutor de fémeas
de Nezara viridula (L., 1758) (Hemiptera: Pentatomidae) sdo escassos. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o processo de maturacdo reprodutiva de fémeas desse percevejo,
observando alteracdes morfoldgicas no ovério e na composi¢ao bioquimica da hemolinfa devido
a atividade de sintese de proteinas relacionadas a reproducgdo, ao longo do periodo de maturagao

dos ovdrios e de reprodugdo.
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3.2 Material e Métodos

3.2.1 Coleta e manutencao de colonia estoque de Nezara viridula

Para o estabelecimento da colonia estoque de N. viridula em laboratério, foi realizada
coleta de percevejos em campo de soja na Fazenda Experimental da DuPont (Paulinia). Os
insetos coletados a campo foram trazidos ao laboratério e mantidos em condi¢gdes controladas
(25£1°C; 60£10% UR e fotofase de 14 horas), segundo CORREA-FERREIRA (1985). Os
adultos de N. viridula foram acondicionados em gaiolas (50 x 50 x 70 cm) recobertas com tela
anti-afideo. Os percevejos foram alimentados com sementes de amendoim coladas em tiras de
papel do tipo sulfite (15 x 3 cm) e frutos de ligustro, Ligustrum lucidum, como suplemento
alimentar (CORREA-FERREIRA, 1993). Agua foi oferecida em algoddo hidréfilo embebido no
interior de placas plasticas. As posturas foram recolhidas diariamente e acondicionadas em
camaras climatizadas até a eclosdo das ninfas, as quais foram criadas em placas gerbox (11 x 11 x
3 cm) até o inicio do 4° instar, quando foram transferidas para gaiolas de criagdo. A alimentagdo

das ninfas foi idéntica aquela dos adultos.

3.2.2 Desenvolvimento morfolégico do ovario de Nezara viridula

Ovdrios de N. viridula foram extraidos durante os periodos de pré e pds-copula. Fémeas
de N. viridula apresentam periodo pré-copulatdrio que pode variar de 7 a 13 dias (MITCHELL;
MAU, 1969; SINGH, 1972; COSTA, 1991). Assim, fémeas recém-emergidas foram
individualizadas e separadas em dois grupos. Um grupo foi submetido a copula aos 10 dias de
idade, enquanto o outro grupo permaneceu virgem durante todo o experimento. Fémeas foram
dissecadas em solugdo anti-coagulante (98 mM NaOH; 150 mM NaCl; 1,7 mM EDTA; 46 mM
acido citrico; pH 4,5) (MASASHI HOTTA; OKUDA, 2001) e os ovérios retirados apés 1, 5, 10,
12, 15, 17, 20 e 23 dias da emergéncia, representando os periodos pré- (1, 5 e 10 dias) e pds-
copulatério -(12, 15, 17, 20 e 23 dias). No caso de fémeas acasaladas, os periodos amostrais da

poOs-copula coincidiram com os periodos apds a primeira cépula (12 d) e primeira postura (15 d),
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entre a primeira e segunda postura (17d), apds a segunda postura (20 d), e entre a segunda e
terceira postura (23 d).

A morfologia geral dos ovarios e o desenvolvimento dos odcitos nas diferentes partes dos
ovariolos foram observados. Cada periodo amostral contou com a avaliagdo de 10 ovarios (1
fémea = 1 ovario = 1 repeti¢do), sendo o estdgio de maturacdo dos odcitos de cada ovariolo de
um mesmo ovdrio determinado pela utilizacdo de uma escala de notas. As notas atribuidas foram:
0 - sem a presenga de odcito; 1 - presenga de odcito na regido do germdrio; 5 - presenca de odcito
ndo-corionado na regido do vitelario; 10 - presenca de odcito corionado (ADAMS, 2000). O
numero total de odcitos, assim como o nimero de odcitos vitelogénicos e corionados, contidos
em cada ovario, foi avaliado.

O experimento constou de 2 tratamentos (fémeas virgens e copuladas), sendo que cada
tratamento foi constituido por 10 repeticdes. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, os dados submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste t ao

nivel de 5% de probabilidade.

3.2.3 Alteracdes na composicao bioquimica da hemolinfa de Nezara viridula

Amostras de hemolinfa de fémeas foram coletadas nos periodos de pré e pds-copula.
Fémeas recém-emergidas foram individualizadas e amostras nos mesmos periodos descritos no

item 3.2.2 para a coleta de hemolinfa.

3.2.3.1 Coleta da hemolinfa

A hemolinfa foi coletada por pequena lesdo induzida no tegumento da fémea, junto a base
do aparelho bucal. A hemolinfa amostrada foi imediatamente misturada a solu¢do tampao anti-
coagulante mantida em gelo, centrifugadas (2.000g x 2 min) para a remoc¢do de hemocitos, o
sobrenadante foi recuperado e armazenado a -20°C para andlises quantitativa e qualitativa de

proteinas (CONSOLI et al., 2005).

3.2.3.2 Avaliaciao quantitativa de proteinas da hemolinfa de fémeas de Nezara viridula
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A concentracdo total de proteinas da hemolinfa foi avaliada pelo teste colorimétrico de
BRADFORD (1976), utilizando-se de uma formulagcdo comercial do reagente Coomassie para
aumentar a sensibilidade do ensaio (Coomassie Plus Protein, Pierce Biotechnology, Inc.,
Rockford, IL). As amostras de hemolinfa coletada em tampao anti-coagulante foram misturadas
ao reagente Coomassie Plus, seguindo as recomendagdes do fabricante. A concentracdo total de
proteinas de cada amostra foi determinada comparando-se a absorbincia observada a 595 nm
para a amostra com aquela obtida para curva-padrao, utilizando albumina como padrao.

O experimento constou de 2 tratamentos (fémeas virgens e copuladas), sendo que cada
tratamento foi constituido por 10 repeticdes. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, sendo os dados submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste

t ao nivel de 5% de probabilidade.

3.2.3.3 Avaliacio qualitativa de proteinas da hemolinfa de fémeas de Nezara viridula

A composicdo qualitativa da hemolinfa de Nezara viridula foi avaliada pela observacio
do padrao eletroforético determinado por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida
descontinuo em meio desnaturante (SDS-PAGE), utilizando o sistema de LAEMMLI (1970).
Amostras coletadas em tampao TBS (20 mM Tris; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; pH 7,5) foram
misturadas na propor¢do de 1:1 com 2x tampao SDS da amostra (0,25g SDS; 1,26ml 0,5M Tris-
Cl, pH 6,8; 0,84 ml 75% glicerol; 0,5 ml B-mercaptoetanol; 0,40ml 0,005% azul de bromofenol; 2
ml dgua Milli-Q; 2% NaCl), e diluidas para uma concentracao final de 30 ug/20 pl com tampao
SDS 1x. Posteriormente, as amostras foram aquecidas em bloco seco (100°C x 5 min),
brevemente centrifugadas, carregadas em gel de poliacrilamida a 7,5% (30 ug de
proteinas/amostra) e as proteinas separadas em voltagem constante (200V) (Protean II, Bio-Rad,
Hercules, CA), até que o marcador de fronte atingisse 1,0 cm da base do gel (CONSOLI et al.,
2001). As bandas protéicas foram reveladas apods coloragdo com azul de Coomassie R-250
(GelCode, Pierce Company) por 1,5 h e remog¢do do excesso de corante pela imersao do gel em
dgua por 12-16 h, sob agitacdo constante. As duas vitelogeninas liberadas na hemolinfa de
fémeas desse percevejo foram identificadas segundo CONSOLI et al. (2001) e suas abundéncias
determinadas utilizando-se do sistema de captura e andlise de imagens GelQuant versio 2.7 (Bio-

Imaging Systems).
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A disponibilizacdo das proteinas relacionadas a reprodu¢do na hemolinfa ao longo do
processo de maturacdo e reproducdo desse inseto foi comparada com os dados morfolégicos
obtidos para se verificar a relag@o entre a liberacdo de vitelogeninas e o processo de maturacio do
ovdrio.

O experimento constou de 2 tratamentos (fémeas virgens e copulas), sendo que cada
tratamento foi constituido por 10 repeticdes. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, sendo os dados submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste

t ao nivel de 5% de probabilidade.

3.3 Resultados

3.3.1 Desenvolvimento morfolégico do ovario de Nezara viridula

As observagdes do ovério de N. viridula indicaram a presenca de um par de ovérios, sendo
cada ovdrio constituido por sete ovariolos. Cada ovariolo contém um filamento apical, a regido
trofica, o vitelario e o pedicelo. O filamento apical se estende a superficie média do musculo
tergo-esternal do mesotérax, onde o mesmo se fixa. Observou-se uma sincronia no
desenvolvimento dos odcitos nos ovariolos das fémeas com o0s sucessivos estdgios de
desenvolvimento. Odcitos mais desenvolvidos estdo presentes na regido proximal dos ovariolos e
mais distantes da regido do germdrio (Figura 1). O ovdrio de N. viridula é do tipo meroistico
teletréfico, com células nutridoras localizadas no dpice de cada ovariolo, na regido do germario,
contendo longos filamentos (corddo tréfico) que as conectam aos odcitos em desenvolvimento.
No germdrio, também denominado regido tréfica estdo presentes as células nutrizes, camara

trofica e os odcitos em estagio inicial de desenvolvimento (Figura 1).
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Figura 1 - Ovariolos de Nezara viridula em estiagio pds-vitelogénico

Fémeas de N. viridula sdo sinovigénicas, visto que as mesmas emergem sem qualquer
odcito desenvolvido (Figuras 2, 3). Os ovariolos de fémeas recém-emergidas ndo apresentavam
nenhum odcito na regido do germdrio. Apds cinco dias de desenvolvimento imaginal, ja era
possivel a observagdo de odcitos em desenvolvimento na regido do germario e na parte superior
da regido do viteldrio. Durante o periodo de pré-cépula (até 10 dias de idade) ocorreu um
amadurecimento gradual dos odcitos, que passaram pelo processo de absor¢do e acimulo de
vitelogeninas e pelo processo de deposi¢do do cérion a medida que percorriam o ovariolo em
dire¢do ao oviduto lateral, estando prontos para a fertilizagdo. Os odcitos ocupavam toda a regido
do viteldrio (Figura 2). Também foi observado que as fémeas ovipositaram todos os odcitos
corionados em uma mesma postura. Apds a postura, os ovariolos apresentavam somente o4citos
nao-corionados em estdgio de vitelogénese na regido superior do viteldrio. No periodo entre as

posturas, foram observados odcitos vitelogénicos e coriogénicos (Figuras 2 e 3).



Figura 2 - Ovariolos de fémeas de Nezara. viridula em diferentes idades e estdgios de maturacdo do ovério. A) Ovariolos de
fémeas virgens no periodo de pré-copula; B) Ovariolos de fémeas virgens; C) Ovariolos de fémeas copuladas (12dc
- ap0s a copula; 15dc - apds a primeira postura; 17dc - entre a primeira e segunda postura; 20dc -apds a segunda
postura; 23dc - entre a segunda e terceira postura) (d= dias; ¢ = copulada; v = virgem). Barra=500pum

Ly
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Figura 3 - Estagio de maturagdo dos ovdrios de fémeas virgens e copuladas de Nezaraviridula de
acordo com o estdgio de desenvolvimento de odcitos em seus ovariolos, seguindo a
escala de notas: 0 - auséncia de odcito; 1 - odcito presente na regido do germadrio; 5 -
odcito ndo-corionado presente na regido do vitelario; 10 - odcito corionado presente
(Fémeas copuladas: 12d -ap6s a copula; 15d - apds a primeira postura; 17d - entre a
primeira e segunda postura; 20d - apds a segunda postura; 23d - entre a segunda e
terceira postura). (“*” indica diferenca entre os tratamentos pelo t, P<0,05)

O numero total de odcitos (ndo-corionados e corionados) variou em fun¢do da idade e
experiéncia sexual das fémeas de N. viridula. Para fémeas virgens, o nimero total de odcitos
aumentou gradativamente até atingirem 12 dias, tendo uma queda aos 15 dias, para atingir seu
valor maximo aos 17 dias de idade, com reducdo gradual ap6s este periodo (Figura 4). O nimero
total de odcitos foi superior para as fémeas virgens a partir do décimo quinto dia de vida.
Entretanto, aos 23 dias de idade, o nimero total de odcitos foi inferior em relacdo as copuladas

que estavam no periodo entre posturas (Figura 4)
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Figura 4 - Numero total de odcitos (ndo-corionados e corionados) em ovérios de fémeas virgens
e copuladas de N. viridula em diferentes idades (Fémeas copuladas: 12d - apds a
cOpula; 15d - apds a primeira postura; 17d - entre a primeira e segunda postura; 20d -
ap6s a segunda postura; 23d - entre a segunda e terceira postura). Barras marcadas
com “*”indica a existéncia de diferenca entre o nimero total de odcito para fémea
virgem e copulada com a mesma idade pelo teste t (P<0,05)

Apos a emergéncia, as fémeas investiram na producdo de ovos, tendo aumento intenso no
numero de odcito ndo-corionados até o periodo que antecedeu a realiza¢io da primeira cépula (12
dias). Neste periodo, os odcitos se encontravam na fase de vitelogénese, com aumento
considerdvel de tamanho. Apds a primeira postura (15 dias) e no periodo entre a segunda e
terceira postura (23 dias), o nimero total de odcitos ndao-corionados para fémeas acasaladas foi
significativamente superior em relacdo as virgens. Entretanto, no periodo entre a primeira e
segunda postura (17 dias), as fémeas copuladas apresentaram menor nimero de odcito nao-
corionado (Figura 5A).

No periodo correspondente ao de pré-copula, as fémeas virgens ndo apresentaram odcitos
corionados. Estes odcitos s6 foram observados a partir do décimo dia de vida, sendo a
disponibilidade dos mesmos reduzida em fémeas virgens com 17 e 23 dias de idade, mesmo na

auséncia de qualquer postura (Figura 5B).
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Nos ovariolos de fémeas apds a realizacdo de uma postura (15 e 20 dias de idade), foram
encontrados somente odcitos ndo-corionados, havendo a completa deposicio dos odcitos

corionados presentes no ovario marcando o inicio de um novo ciclo de coriogénese (Figura 5B).
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Figura 5 - Numero de odcitos de fémeas de N.viridula virgens e copuladas em diferentes estagios
reprodutivos. A) Odctios ndo-corionados; B) Odcitos corionados (Fémeas copuladas:
12d — apds a cépula; 15d - apds a primeira postura; 17d - entre a primeira e segunda
postura; 20d - ap6s a segunda postura; 23d - entre a segunda e terceira postura).
“*”indica a existéncia de diferencga significativa entre fémea virgem e copulada com a
mesma idade pelo teste t (P<0,05).
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3.3.2 Alteracdes na composicao bioquimica da hemolinfa de Nezara viridula

3.3.2.1 Avaliacao quantitativa de proteinas da hemolinfa de fémeas de Nezara viridula

A andlise quantitativa das proteinas totais disponiveis na hemolinfa de fémeas de N.
viridula apresentou variacdo na concentragdo de acordo com o desenvolvimento do ovdrio e a
experiéncia sexual da fémea. Fémeas recém-emergidas apresentaram baixa concentragdo de
proteinas na hemolinfa, sendo que a concentragdo das mesmas aumentou rapidamente até as
fémeas atingirem 10 dias de idade, marcados pelo amadurecimento gradual dos ovarios. Apds
este periodo de desenvolvimento dos ovérios, a concentracido de proteinas se manteve constante
em fémeas virgens em funcdo da idade (Figura 6). No entanto, para fémeas acasaladas e
reprodutivamente ativas, a concentracdo de proteinas totais na hemolinfa durante o periodo de

poOs-copula foi sempre inferior quando comparada com as virgens de mesma idade (Figura 6).
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Figura - 6 Concentracdo de proteinas totais (ug/ul) disponiveis na hemolinfa de fémeas virgens e
copuladas de Nezara viridula. Fémeas copuladas: 12 dias (apés a cépula); 15 dias
(ap6s a primeira postura); 17 dias (periodo entre a primeira e segunda postura); 20
dias (apds a segunda postura); 23 dias (entre a segunda e terceira postura). “*”indica a
existéncia de diferenca entre a concentracio de proteinas em fémea virgem e copulada
com a mesma idade pelo teste t (P<0,05)
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3.3.2.2 Avaliacio qualitativa de proteinas da hemolinfa de fémeas de Nezara viridula

A andlise do padrdo eletroforético das proteinas disponiveis na hemolinfa de fémeas de N.
viridula em diferentes idades e estdgios reprodutivos permitiu verificar que as vitelogeninas
produzidas por este inseto surgem apenas no décimo dia de vida, mantendo-se disponiveis na
hemolinfa de fémeas durante todo o processo reprodutivo (Figura 7). Também foi possivel
verificar que a disponibilidade de vitelogeninas em fémeas acasaladas apresentou ligeiro aumento
apos a realizagdo da primeira cOpula (Figuras 7 e 8). Fémeas acasaladas também apresentaram
um ligeiro decréscimo na disponibilidade de vitelogeninas na hemolinfa entre 17 e 20 dias, com
manutencio dos niveis destas proteinas apds este periodo. Em fémeas virgens, o decréscimo na
disponibilidade das vitelogeninas foi crescente apos 17 dias de idade, sendo os valores aos 23
dias de idade muito inferiores ao das fémeas acasaladas (Figuras 7 e 8).
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Figura -7 Padrdo protéico da hemolinfa de fémeas de Nezara viridula determinado em 7,5%
SDS-PAGE . Marcador molecular (M) utilizado (“Broad-range, Bio-Rad Cat. 161-
0317: 200,0 kDa - miosina; 116,2 kDa - 3-galactosidase; 97,4 kDa - fosforilase b; 66,2
kDa - soro abulmina; 31,0 kDa - anidrase carbdnica). Hemolinfa extraida de fémeas
com 1, 5, 10, 12, 15, 17, 20 e 23 dias. v = fémea virgem; ¢ = fémea copulada. Casais
formados ap6s o décimo dia de vida. Para fémeas acasaladas, dia 12= apds a cOpula;
dia 15 = ap0s a primeira postura; dia 17 = entre a primeira e a segunda postura; dia 20
= ap0s a segunda postura; 23 - entre a primeira e segunda postura
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Figura 8 - Abundancia das vitelogeninas de f€meas virgens e copuladas de Nezara viridula,
determinada a partir da andlise do padrdo protéico da hemolinfa em 7,5% SDS-
PAGE. Fémeas copuladas: 12 dias (ap6s a copula); 15 dias (apds a primeira
postura); 17 dias (periodo entre a primeira e segunda postura); 20 dias (apds a
segunda postura); 23 dias (entre a segunda e terceira postura). As médias da
concentracdo de proteinas totais em fémeas virgens e copuladas foram comparadas
pelo teste t (P<0,05)

3.4 Discussao

A auséncia de odcitos nos ovariolos de fémeas recém-emergidas de N. viridula e o
surgimento dos primeiros odcitos em decorréncia da disponibilidade de vitelogeninas na
hemolinfa apenas no seu décimo dia de vida, indicam que os primeiros dias de vida do inseto sdo
destinados a fase de pré-vitelogénese, quando os nutrientes que serdo acumulados no odcito em
desenvolvimento sdo produzidos (NIJHOUT, 1994; CHAPMAN, 1998; RAIKHEL;
DHADIALLA, 1992).

A morfologia inicial do ovério de adultos recém-emergidos de N. viridula, assim como as
alteracdes morfologicas observadas no mesmo, associadas as alteragdes bioquimicas na
composicdo protéica de sua hemolinfa, caracteriza o seu ovario como sendo do tipo meroistico
teletréfico, muito semelhante ao de outras espécies de Heteroptera (BUNING, 1994; ADAMS,
2000; LEMOS et al., 2005; ESQUIVEL, 2009).

O numero de ovariolos em insetos pode ser bastante varidvel, indo de um, em Coleoptera,

a milhares, em cupins (NIJHOUT, 1994; CHAPMAN, 1998). O nimero de ovariolos observado
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em N. viridula encontra-se no intervalo (8 a 14 ovariolos) relatado para insetos pertencentes a
Heteroptera (BUNING 1994). A variacdo no niimero de ovariolos é comum mesmo em uma
mesma espécie, podendo ser sazonal ou influenciada pela sua propria estratégia de reproducdo. A
variagdo no nimero de ovariolos pode ter implicacdes no desenvolvimento da progénie, visto que
pode resultar na producdo de ovos de diferentes tamanhos, ou na capacidade de reproducdo da
propria fémea (PRICE, 1973; WELLINGS; LEATHER; DIXON, 1980; TSCHINKEL, 1987;
STEWART; HEMPTINNE; DIXON, 1991), apesar de os nutrientes a serem utilizados na
composi¢do do vitelo do parasitdide Habrobracon hebetor (Hymenoptera: Braconidae) terem
atuado como fator limitante no desenvolvimento de odcitos extras em fémeas com maior nimero
de ovariolos (PETTERS; GROSCH, 1977).

Fémeas virgens de N. viridula permaneceram boa parte do periodo de reproducdo sem
qualquer alteracdo no nimero total de odcitos, indicando auséncia de reabsor¢do dos mesmos na
auséncia de estimulos para a deposi¢cdo de ovos no inicio do periodo reprodutivo. No entanto, a
reduc@o no nuimero total de odcitos de fémeas virgens aos 23 dias de idade pode ter ocorrido
devido a reabsor¢ao de odcitos, dado o declinio acentuado no nimero de odcitos nao-corionados
iniciado no décimo sétimo dia de vida, enquanto que o nimero de odcitos corionados se manteve
constante. A reabsor¢do de odcitos observada em fémeas virgens de N. viridula pode ter ocorrido
em resposta a limitagdo por tempo para reprodugdo pela fémea, em busca de estender seu periodo
de reproducdo (ROSENHEIM; HEIMPEL; MANGEL, 2000). A reabsorcdo de odcitos € um
fendmeno comum em alguns grupos de insetos em resposta a condi¢des desfavordveis, sendo os
fatores ambientais e fisiolégicos os indutores deste processo em vdrios insetos (BELL; BOHM,
1975; PAPAJ 2000). Entretanto, as mudancas que ocorrem no ovdrio durante a reabsorcdo e o
mecanismo de regulacdo dessas mudancas ainda permanecem desconhecidas. Além do fato da
reabsorcdo de odcitos estar associada ao reaproveitamento de nutrientes, dada pela degradacdo
das vitelogeninas e vitelinas do vitelo e posterior disponibilizacdo de peptideos e aminoacidos na
hemolinfa, acredita-se ainda que este processo desempenhe papel importante na inibicdo da
producdo de ovos antes da cépula (KOTAKI, 2003; HORTON; LEWIS; NEVEN, 2005).

No entanto, apesar da fecundidade normalmente declinar em resposta a idade, ndo ha
indicagdes de que a reabsor¢do de odcitos no ovario de fémeas virgens de N. viridula possa
resultar na reducgdo de seu potencial futuro de reproducgdo, apesar de que o atraso e/ou auséncia de

copula na barata Nauphoeta cinerea (Blattodea: Blattidae), que apresenta reproducdo em ciclos
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bem definidos, ter sido relacionado a inducdo de morte celular (apoptose) de odcitos imaturos e
maduros, com conseqiiente reducdo de sua capacidade reprodutiva futura (MOORE; SHARMA,
2005; BARRETT et al., 2008).

A copula pode funcionar como estimulo necessario a varios processos fisiologicos da
fémea, influenciando indmeros aspectos de sua reprodu¢do, como o inicio da vitelogénese, o
inicio ou velocidade do desenvolvimento do ovario, a fecundidade e a receptividade a novos
parceiros, entre outros (JIN; GONG, 2001; GILLOTT, 2003; UCHIDA et al., 2003), mas pouco
se conhece sobre a auséncia da copula em processos de reabsor¢ido de odcitos (BELL; BOHM,
1975; MOORE; SHARMA, 2005; BARRETT et al.,, 2008). Em Hemiptera, a copula tem se
mostrado necessdria para a produ¢do e maturagdo dos foliculos, além de influenciar a velocidade
de desenvolvimento do ovario (BRUNT, 1971; HORTON; LEWIS; NEVEN, 2005). No entanto,
N. viridula parece ndo necessitar de estimulos associados a cOpula para iniciar e manter o
processo de vitelogénese, visto que o processo de maturagdo dos ovdrios de fémeas virgens e
acasaladas procedeu de forma semelhante, assemelhando-se ao observado para outras espécies de
percevejos (MASNER, 1966; WIGHTMAN, 1973; DAVEY et al., 1986; ADAMS, 2000). Para
esse percevejo, a copula parece ser fundamental para que fémeas realizem postura, visto que
fémeas virgens jamais depositaram seus ovos. O efeito da copula no desenvolvimento e
deposi¢cdo de ovos parece ser uma caracteristica bastante variavel em Heteroptera, ou até mesmo
em alguns géneros em particular. Mesmo quando hd deposicdo de ovos por fémeas virgens,
podem ocorrer altera¢cdes no periodo de desenvolvimento dos ovarios, tamanho e composi¢do de
odcitos e/ou no numero de ovos depositados (ODHIAMBO; ARORA, 1973; HORTON; LEWIS;
NEVEN, 2005).

O aumento gradativo na concentracdo de proteinas totais no inicio da vida adulta e a
disponibilizacdo de vitelogeninas apenas no periodo préximo ao término da fase de pré-copula de
N. viridula foram semelhantes ao observado no percevejo R. clavatus, que também teve o
desenvolvimento de seus ovarios coincidindo com a disponibilizacio de vitelogeninas na
hemolinfa (SHINODA, 1996).

A maior disponibilidade de proteinas totais na hemolinfa de fémeas virgens de N. viridula,
quando comparada a de fémeas acasaladas, ndo correspondeu a disponibilidade de vitelogeninas.
Estas diferencas quanto ao estado de acasalamento das fémeas de N. viridula ndo foram

observadas em Plautia stali (Hemiptera: Pentatomidae), sendo indistintas as diferencas nas
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concentracdes de proteinas entre fémeas virgens e acasaladas (KOTAKI, 2003). A maior
abundancia relativa de vitelogeninas na hemolinfa de fémeas acasaladas, apds a primeira postura,
indica a maior atividade de sintese de proteinas nestas fémeas, dado que o processo de absorcdo
das vitelogeninas da hemolinfa para o odcito ocorreu continuamente, visto a maturagdo ciclica de
novos odcitos. Este fato ainda indica a existéncia de um mecanismo de regulacdo da sintese
dessas protefnas relacionado com a deposi¢do de ovos, assim como observado para outros
insetos, em que hd um mecanismo de regulacdo enddcrina associado a deposicdo de ovos,
controlando o inicio de um novo ciclo de maturagdo de ovos (SCHAL et al., 1997; YIN;

STOFFOLANO, 1997).

3.5 Conclusoes

Nezara viridula € um inseto sinovigénico;

O ovario de N. viridula é do tipo meroistico telotréfico, contendo 7 ovariolos por ovario;

A concentragdo de proteinas totais disponiveis na hemolinfa aumenta gradativamente no
periodo de pré-cépula, independentemente da condicdo de acasalamento; porém, os niveis de
proteinas totais na hemolinfa de fémeas virgens € sempre superior ao das fémeas acasaladas;

A vitelogénese e o desenvolvimento de odcitos em Nezara viridula sao independentes de
estimulos derivados da copula;

As vitelogeninas sao disponibilizadas na hemolinfa apenas no periodo préximo ao término
da pré-copula (10 dias);

A auséncia de cépula leva a reabsor¢ao de odcitos em N. viridula.
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4 A FREQUENCIA DE COPULA AFETA A REPRODUCAO DE Nezara viridula
(Linnaeus, 1758) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE)?

Resumo

Aspectos reprodutivos de fémeas de Nezara viridula (L, 1758) (HEMIPTERA:
PENTATOMIDAE) foram avaliados em funcdo da freqiiéncia de cépulas realizada. Adultos
virgens de 10 dias de idade foram acondicionados em gaiolas (1 casal/gaiola) para a realiza¢dao do
nimero desejado de cdpulas (1 a 4 cépulas) e mantidos em condi¢des controladas (25+1°C,
60+10% UR, fotofase de 14 h). Apds a(s) copula(s), os machos eram retirados, sendo que apenas
as fémeas permaneceram nas gaiolas para a observagdo de parimetros reprodutivos e bioldgicos,
tais como fecundidade e fertilidade, nimero médio de ovos/postura, tamanho da primeira e tltima
postura e longevidade. Os insetos foram alimentados com sementes de amendoim e frutos de
ligustro (Ligustrum lucidum). Cada tratamento constou de vinte repeticdes, sendo utilizadas
apenas as fémeas que realizaram posturas. De acordo com os resultados obtidos, observou-se que
a freqiiéncia de copula afetou a capacidade reprodutiva de fémeas de N. viridula. Fémeas que
copularam por duas vezes foram mais fecundas em relagdo aquelas que copularam por mais
vezes. O ritmo de postura foi influenciado pelo ndmero de cépulas, ocorrendo concentracao na
deposi¢do de ovos no inicio do periodo reprodutivo de fémeas que acasalaram uma ou duas
vezes. Entretanto, a fertilidade e longevidade ndo foram afetadas em fung¢do do numero de
cOpulas realizadas.

Palavras-chave: Reproducdo; Freqiiéncia de copulas; Fertilidade; Capacidade reprodutiva

DOES MATING FREQUENCY AFFECT REPRODUCTION IN Nezara viridula
(Linnaeus, 1758) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE)?

Abstract

The effects of the mating frequency on the reproductive biology of Nezara viridula (L., 1758)
(HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) females were evaluated. Ten day-old virgin adults were
placed in cages (1 couple/cage) to achieve the desired number of copulations (1 to 4 copulations)
under controlled conditions (25 = 1 ° C, 60 + 10% RH, photoperiod of 14 h). After copulation,
males were removed, and only females remained in their cages for observation of biological and
reproductive parameters such as fecundity and fertility, average number of eggs per eggs mass,
size of the first and last egg masses and longevity. Insects were fed with peanut seeds and privet
fruits (Ligustrum lucidum). Each treatment consisted of twenty replicates of those females that
laid eggs. Results showed that mating frequency affected the reproductive capacity of females N.
viridula. Females that mated twice were more fecund than those with a higher mating frequency.
The egg laying rhythm was influenced by the number of matings with the peak of egg deposition
at the beginning of the reproductive period of females that mated once or twice. However,
fertility and longevity were not affected by the number of matings performed.

Keywords: Reproduction; Frequency of copulation; Fertility; Reproductive capacity.
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4.1 Introducao

Assim como em outros organismos em que ocorre a fecundagdo interna, a copula em
insetos tem como principal fungdo a transferéncia de espermatozoéides do macho para a fémea,
sendo que cada oportunidade de cépula oferece uma oportunidade para machos deixarem seus
descendentes. Com 1isso, a aptiddo bioldgica de machos estd relacionada as inimeras copulas
realizadas durante sua vida, sendo o seu sucesso reprodutivo proporcional a sua freqii€éncia de
cOpulas. Entretanto, para as fémeas, o sucesso reprodutivo estd relacionado com a maior
producdo de ovos vidveis, o que nem sempre estd diretamente relacionado a atividade de copula.
Assim, mesmo sendo possivel a obtencao de sua capacidade reprodutiva mdxima com uma tnica
cOpula, a ocorréncia de poliandria em insetos € bastante comum, seja pela realizagao de multiplas
copulas (cépulas com diferentes machos) ou de copulas repetidas (cépulas com um mesmo
macho) (HUNTER et al., 1993; ARNQUVIST; NILSSON, 2000; JENNIONS; PETRIE, 2000;
FEDORKA; MOUSSEAU, 2002).

Muiltiplas copulas ou cépulas repetitivas podem servir como estratégia para aquisicao de
nutrientes que venham a ser utilizados pela fémea na sustentacdo de inimeros processos
fisiolégicos, ligados ou nio diretamente a reprodugdo, dependendo de sua fisiologia reprodutiva.
No momento da cépula, machos podem transferir as fémeas uma série de compostos juntamente
com seus espermatozdides. Estes compostos sdo produzidos por glandulas acessorias e
armazenados na vesicula seminal de machos, podendo conter substincias relacionadas a defesa,
compostos moduladores e substincias nutritivas, como proteinas, carboidratos (livres e ligados a
proteinas) e lipideos (normalmente associados as proteinas) (GILLOTT, 2003). As substancias
nutritivas podem estar relacionadas a nutri¢do dos espermatozéides durante seu armazenamento
na espermateca da fémea e/ou a prépria nutri¢cdo da fémea, desenvolvimento de odcitos e nutri¢do
do embrido (ALCOCK, 1994; WHEELER, 1996; GILLOTT, 2003). Essas substancias nutritivas,
normalmente proteinas, também influenciam a fecundidade e a fertilidade de fémeas sob estresse
nutricional (BUTLIN; WOODHATCH; HEWITT, 1987; BOGGS, 1990; WHEELER, 1996). Os
compostos com ac¢do moduladora presentes no complexo de substancias transferido para as
fémeas via cépula influenciam intimeros processos fisiolégicos e comportamentais do inseto,
levando a indugdo da vitelogénese, alteracdes na receptividade da fémea a novos machos, e na

producgdo de feromdnios sexuais, entre outros (GILLOTT, 2003).
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No entanto, hd custos associados ao processo reprodutivo (HARSHMAN; ZERA, 2007),
sendo que a medida que a frequéncia de copula aumenta, também aumentam os custos associados
ao tempo e energia gastos durante a copula (DALY, 1978; WATSON; ARQNVIST;
STALLAMAN, 1998), a exposicao a inimigos naturais, como predadores (ARNQVIST, 1997), a
injuria mecanica (HELVERSEN; HELVERSEN, 1991) e a infec¢do por parasitas e/ou patégenos
(HURST et al., 1995). De uma forma geral, mesmo com os riscos associados a realiza¢do de
multiplas cépulas ou cépulas repetidas, varios sdo os casos em que a fecundidade estd
diretamente relacionada ao numero de cOpulas realizadas pela fémea (MC LAIN; LANIER;
MARSH, 1990; WARD; LANDOLT, 1995; HSU; WU, 2000)

Apesar de o periodo de duracdo da cdpula representar riscos quanto a predacdo (WING,
1988), copulas prolongadas s@o estratégicas no processo de competi¢do entre machos, visto que
as mesmas limitam o acesso de outros machos a fémea, permitindo a transferéncia do volume
maximo de espermatozdides e nutrientes associados a vesicula seminal (KON; OE; NUMATA,
1993; ALCOCK, 1994; WHEELER, 1996) e o completo preenchimento da espermateca,
evitando, assim, que a fémea se torne receptiva novamente (WANG; MILLAR, 1997; MCLAIN,
1998; RUTOWSKI, 1998). Para algumas espécies, o sucesso reprodutivo também estd associado
ao seu tamanho, sendo que machos maiores realizam cépulas mais prolongadas e sdo assim
capazes de transferir maior volume de nutrientes associados a vesicula seminal (THORNHILL;
ALCOCK, 1983; MCLAIN; LANIER; MARSH, 1990).

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da freqiiéncia de copulas repetidas
na capacidade reprodutiva de fémeas de Nezara viridula (L., 1758) (Hemiptera: Pentatomidae)
uma das mais importantes pragas da cultura da soja no mundo, para melhor entender o processo
reprodutivo deste inseto visando ao desenvolvimento de tdticas alternativas de controle de
crescimento populacional e ao aprimoramento de técnicas de criagdo em condicdes de
laboratério. Um dos métodos alternativos de controle mais eficaz empregado no controle desse
inseto envolve a producdo em larga escala do parasitdide de ovos Trissolcus basalis
(Hymenoptera: Scelionidae) (CORREA-FERREIRA, 2002). No entanto, para que este
parasitoide seja produzido, também ha a necessidade de produgdo de percevejos em larga escala.
Assim, a determinacdo de fatores que possam influenciar a capacidade de reproducdo desse

inseto em condi¢des de laboratdrio € essencial para a maximizagdo do seu processo de criagao.
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Efeito da freqiiéncia de copulas sobre a reproducio de Nezara viridula

Apés a emergéncia, adultos de N. viridula foram separados por sexo e mantidos em
placas gerbox (11x11x3 cm) até completarem 10 dias de idade (periodo de pré-cépula). Ao
término do periodo de pré-copula, casais foram individualizados em recipiente acrilico (copos
plasticos de 300 ml) contendo uma tira de “voil” (2x10 cm) em seu interior como substrato de
postura. Os percevejos foram alimentados com sementes de amendoim e frutos de ligustro,
Ligustrum lucidum (CORREA-FERREIRA, 1993). Apés a realizacdo do nimero desejado de
copulas de acordo com cada tratamento, os machos foram retirados e somente as fémeas
permaneceram nas gaiolas para a avaliacdo dos parametros biolégicos. O peso dos adultos foi

padronizado, sendo de 160 + 4,74 mg para fémeas e 130 + 5,95 mg para machos.

O experimento foi composto por quatro tratamentos, os quais variaram de uma a quatro
copulas. Cada tratamento constou de 20 fémeas reprodutivamente ativas, ou seja, apenas fémeas
que efetivamente copularam e depositaram ovos, sendo cada fémea considerada uma repeti¢ao.
Os ensaios foram conduzidos em condic¢des controladas (25+£1°C, 60+£10% UR, fotofase de 14 h),
sendo avaliada a fecundidade, a fertilidade, o nimero médio de ovos/postura, o tamanho da
primeira e ultima postura e a longevidade das fémeas. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, sendo os dados de fecundidade, fertilidade, nimero de ovos por
postura, nimero de ovos na primeira e ultima postura e longevidade das fémeas submetidos a
andlise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. Para andlise, os dados de fecundidade foram corrigidos para V(x) e os de

fertilidade para x'~.

4.3 Resultados

A realizacdo de cépulas repetidas reduziu a fecundidade de fémeas de N. viridula. Fémeas
que realizaram trés ou quatro cépulas foram menos fecundas do que aquelas que copularam duas

vezes (Figura 1A). Entretanto, o efeito da freqiiéncia de cépula nos intervalos estudados nao



67

permitiu o estabelecimento de qualquer relagc@o proporcional entre o nimero de copulas realizado
e a fecundidade de fémeas desse percevejo. Apesar dos efeitos nocivos do maior nimero de
cOpulas na fecundidade de N. viridula, a fertilidade das fémeas deste percevejo ndo apresentou
alteracdo significativa em relacdo ao nimero de copulas realizadas, mesmo com a leve tendéncia
apresentada de reducdo da fertilidade com o aumento no nimero de cépulas realizadas (Figura
1B).
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Figura 1 - Efeito da freqiiéncia de copulas repetidas na fecundidade (EP), fertilidade (EP) de
Nezara viridula (25£1°C; 60£10% UR; fotofase 14h). Barras seguidas de mesma
letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Apesar de ndo haver diferenca no nimero de ovos da primeira e da ultima postura entre
fémeas com nimero distinto de copulas, o nimero médio de ovos por postura foi superior em
fémeas que realizaram duas coOpulas, apesar do mesmo ndo diferir daquele de fémeas que
copularam uma unica vez (Tabela 1).

O numero total de posturas e a distribuicdo relativa das mesmas também foram alterados
pela freqiiéncia com que fémeas de N. viridula copularam (Tabela 1, Figura 2). Fémeas que
copularam duas vezes depositaram, em média, maior nimero de posturas em relacdo as fémeas

que copularam por trés ou quatro vezes (Tabela 1).
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Tabela 1 - Numero de posturas (x+EP), nimero de ovos por postura (x+EP), nimero de ovos na
primeira (x+EP) e udltima oviposi¢cdo (x+EP) de N. viridula (25+1°C; 60£10% UR;
fotofase 14h)

Numero de Numero de Numero de ovos™
cOpulas posturas Por postura Primeira oviposi¢ao Ultima oviposi¢io
1 4,2+0,5 ab 77,7+4.,5 ab 849+54a 68,1 £6,7 a
2 5,1x0,5 a 81,8+4,1a 85,6+33a 76,5+45a
3 2,7£0,4 b 64,0+x45b 69,6 £6,0 a 582+54a
4 3,1£04Db 69,1 £5,3 ab 782+63a 57,5+6,5a

*Médias seguidas de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(P>0,05). Os dados de nimero de ovos da primeira postura foram corrigidos para X2

A freqiiéncia de fémeas que realizaram multiplas posturas também foi alterada pelo
nimero de copulas. Entre as fémeas que copularam uma ou duas vezes, mais de 50% delas
realizaram no minimo cinco posturas, enquanto que 50% das fémeas que copularam trés ou
quatro vezes realizaram apenas uma ou duas posturas. Enquanto fémeas que copularam 3 ou 4
vezes realizaram, em sua grande maioria, no maximo, cinco posturas, fémeas com uma ou duas
cOpulas realizaram até nove posturas (Figura 2). Ao contrdrio do observado para a fecundidade,
fémeas de N. viridula que copularam um menor nimero de vezes foram menos longevas do que

aquelas que copularam quatro vezes (Figura 3).
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Figura 2 - Distribui¢do relativa da freqiiéncia de postura de fémeas de Nezara viridula que
realizaram numeros distintos de cépulas repetidas (25+1%°C; 60+£10% UR; fotofase
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Figura 3 - Longevidade (xxEP) de fémeas de Nezara viridula que realizaram ndmeros distintos
de copulas repetidas (25£1°C; 60+10% UR; fotofase 14h). Barras seguidas de mesma
letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)
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As alteracdes induzidas na fecundidade, nimero de posturas e longevidade de fémeas de
N. viridula que realizaram numero distintos de cépulas repetidas também se refletiu no ritmo
didrio de producdo de ovos e na velocidade de reproducdo (Figura 4). Fémeas que acasalaram
uma ou duas vezes concentraram a deposicao de ovos no inicio do periodo reprodutivo, enquanto
as demais, com trés e quatro copulas, apresentaram um atraso no inicio da deposi¢cdo de ovos
(Figura 4). A velocidade de reprodugdo, dada pela fecundidade acumulada, também foi maior em
fémeas com uma ou duas posturas, sendo que as mesmas atingiram mais de 80% de sua
capacidade reprodutiva ao redor do vigésimo dia, enquanto que as fémeas que copularam trés ou
quatro vezes atingiram esses valores bem mais tardiamente, com cerca de 50 dias. Fémeas de N.
viridula com duas cépulas atingiram sua capacidade reprodutiva total aos 56 dias, sendo que
aquelas que realizaram quatro cOpulas s6 o fizeram aos 76 dias ap6s o término do periodo de pré-
copula. Fémeas com uma e trés cépulas apresentaram valores intermedidrios, 66 e 68 dias,

respectivamente (Figura 4).
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Figura 4 - Ritmo de postura didrio e velocidade de reproducdo (fecundidade diaria acumulada) de fémeas de Nezara viridula que
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4.4 DISCUSSAO

Ha uma grande disparidade entre machos e fémeas quanto ao numero ideal de copulas em
muitos organismos. Mesmo com a indicagdo de que fémeas de N. viridula realizam vérias
copulas, com preferéncia para a realizacdo de cOpulas multiplas (poliandria) ao invés de cOpulas
repetidas (MCLAIN, 1992), a capacidade reprodutiva de N. viridula foi reduzida com o aumento
no numero de cépulas realizadas.

Apesar dos efeitos benéficos que podem estar associados a pratica de vdrias copulas para
diversos insetos (WANG; MILLAR, 1997), o aumento da freqiiéncia de cépula para N. viridula
prejudicou a aptiddo reprodutiva de fémeas deste inseto, a semelhanca do observado em outras
espécies (RIDLEY, 1988; KON; OE; MUNATA, 1993; OMKAR, 2005; SHUNKER;
BALLANTYNE; WEDELL, 2006; HOLLANDER; GWYNNE, 2009). Porém, os beneficios
associados a realizacdo de uma segunda cépula por N. viridula, assim como para Nezara
antennata (Heteroptera: Pentatomidae), pode ser decorrente da reposi¢do do fluido seminal
perdido durante o préprio processo de transferéncia de espermatozéides (KON; OE; MUNATA,
1993), sugerindo que os componentes presentes no fluido possam desempenhar qualquer papel
funcional na fémea receptora. De uma forma geral, fémeas que realizam cépulas mdltiplas ou
copulas repetidas sdo normalmente beneficiadas pela aquisicdo de uma maior quantidade de
nutrientes, dado o maior volume de fluidos da vesicula seminal transferido as mesmas. No
entanto, hd relatos de proteinas do fluido seminal que passam a afetar a longevidade e
reproduc¢do, como a proteina Acp70A em Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophiladae), de
fémeas expostas continuamente a mesma (CHAPMAN et al. 1995; WIGBY; CHAPMAN, 2005).

Assim, a reducdo observada na fecundidade de fémeas de N. viridula que realizaram trés
ou quatro cOpulas poderia ser decorrente da maior concentracdo de peptideos da vesicula seminal
que pudessem influenciar diretamente os custos da reproducdo em fémeas, afetando sua
capacidade reprodutiva. No entanto, essas fémeas acabaram apresentando maior longevidade do
que aquelas copuladas uma ou duas vezes, indicando a existéncia de um possivel beneficio do
maior nimero de copulas e de outros fatores relacionados a freqiiéncia de copula, os quais
afetariam o desempenho reprodutivo de fémeas desse percevejo. A menor longevidade de fémeas
que realizaram apenas duas cépulas em relacdo aquelas com quatro copulas pode ser explicada

pela maior atividade reprodutiva das primeiras, que certamente tiveram maior gasto energético



73

para sustentar as atividades metabdlicas intensas, exigidas pelo processo de producdo de ovos,
visto que fémeas que realizaram duas copulas foram as que produziram a maior quantidade de
ovos (ROSE; BRADLEY, 1998; WILLIAMS, 2005).

Outro aspecto que pode estar associado a copula e que poderia explicar a reducdo na
capacidade de reproducdo de fémeas com atividade sexual mais intensa, seria o alto gasto
energético associado as longas cOpulas realizadas por N. viridula, visto que o custo energético
associado a copula pode afetar a capacidade reprodutiva de insetos (DALY, 1978; WATSON;
ARQNVIST; STALLMAN, 1998). O periodo de acasalamento nesses percevejos sdo em média
de 40 h, podendo variar de oito até 150 horas (HARRIS; TODD, 1980; MCLAIN, 1980). O
assédio sexual mais intenso de machos sofrido pelas fémeas que realizaram trés e quatro copulas,
j4 que as mesmas permaneceram por periodos mais prolongados em conjunto com machos,
também poderia ser um fator a explicar a redu¢@o na fecundidade e o atraso no seu processo de
deposi¢cdo de ovos, assim como relatado para outros insetos (MCLAIN; PRATT, 1999;
CORDERO RIVERA; ANDRES, 2002).

De qualquer forma, para fémeas que sdo beneficiadas pela transferéncia de dotes nupciais,

7z

aqui inclusos os possiveis nutrientes presentes no fluido seminal, é esperado que os custos
associados a coOpula (gasto energético e de tempo, substincias acessorias toxicas, riscos de
injirias mecanicas) pouco influenciem a aptidao reprodutiva da fémea apds a realizacdo de um
nimero de cépulas superior ao ideal. O mesmo ndo € esperado para fémeas em que a
transferéncia desses dotes nupciais ndo exerca papel fundamental na reproducgao, sendo esperado,
assim, uma forte redugdo na aptiddo reprodutiva de fémeas com freqiiéncia de copula superior
daquela 6tima (ARNQVIST; NILSSON, 2000). Desta forma, o processo reprodutivo de fémeas
de N. viridula parece ndo se basear na transferéncia de dotes nupciais, entendido, neste caso,
como a presenga de nutrientes no fluido seminal que possam influenciar substancialmente a
aptidao reprodutiva de fémeas deste percevejo, contrariando dados da literatura que relatam
maior fecundidade em fémeas que realizam indmeras cépulas devido a utilizagdo do maior
nimero de espermatozdides como nutrientes, os quais eram destinados para o desenvolvimento
de odcitos e para a fecundagdo de ovos (MCLAIN; LANIER; MARSH, 1990). No entanto, ndo

observamos qualquer alterag@o na fertilidade de fémeas com freqii€ncias de cépulas distintas que

pudesse corroborar os resultados ja publicados, o que também indica que a realizacdo de uma ou
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duas cépulas € o suficiente para fornecer as fémeas desse percevejo o nimero de espermatozoéides
necessarios para a fertilizacdo do seu completo suplemento de odcitos.

Assim, se fémeas de N. viridula atingem o seu potencial reprodutivo mdximo com uma ou
duas copulas, por que f€meas se sujeitariam a realizacdo de novas copulas? A promiscuidade se
apresenta como um evento comum aos insetos (EBERHARD, 1996; BIRKHEAD; MOLLER,
1998) e parece ocorrer devido ao fato de que os custos associados a resisténcia ao assédio sexual
de machos seriam superiores aos custos associados a prépria copula (WATSON, ARNQVIST,

STALLMANN, 1998; PITNICK, BROWN; MILLER, 2001).

4.5 Conclusoes

A freqiiéncia de copulas repetidas afeta a capacidade reprodutiva de fémeas de Nezara
viridula;

A realizacdo de uma ou duas cOpulas permite a fertilizacdo do complemento total de
oocitos de fémeas de N. viridula;

Frequéncia de cépula superior a ideal (1 - 2 copulas) afeta o ritmo de postura de N.
viridula, retardando o inicio de deposi¢do de ovos e reduzindo o nimero de posturas realizadas
por fémea;

Fémeas de N. viridula que copularam 3 - 4 vezes foram as mais longevas.
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5 ALOCACAO DE NUTRIENTES PARA A REPRODUCAO DE Nezara viridula
(Linnaeus, 1758) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE): EFEITO DA NUTRICAO DO
IMATURO E ADULTO

Resumo

Insetos desenvolveram diferentes estratégias de maturagdo de seus odcitos, adequando a
utilizacdo e alocacdo de recursos nutricionais a sua fisiologia da reprodugdo. Assim, dependendo
da estratégia adotada, a capacidade de maturacdo de odcitos e, consequentemente, a capacidade
de reproducdo do inseto, podem ser dependentes da qualidade do alimento explorado nas
diferentes fases do seu desenvolvimento. Assim, este estudo teve por objetivo verificar a
estratégia de alocacdo de nutrientes para a reprodugdo nas diferentes fases desenvolvimento de
Nezara viridula (L, 1758) (Hemiptera: Pentatomidae) e avaliar o impacto de diferentes regimes
nutricionais nas fases imatura e adulta na aptiddo reprodutiva deste inseto. A alocacdo de
nutrientes para a reproducdo foi avaliada ninfas e adultos alimentados em dieta enriquecida com
o is6topo estdvel °N, verificando a distribuicdo relativa deste marcador em diferentes tecidos
somaticos e reprodutivos de adultos (machos e fémeas). O efeito da alimentacdo nas diferentes
fases de desenvolvimento foi testado em insetos criados em dieta natural (sementes de amendoim
e frutos de ligustro) (“rica”) ou dieta artificial seca (“pobre”) de forma continua ou alternada, nas
fases imatura e adulta. Foram realizadas andlises quantitativas das proteinas totais e das
vitelogeninas da hemolinfa, avaliado o desenvolvimento do ovério apds a emergéncia e aos 10
dias de idade, e os pardmetros bioldgicos das fémeas. Os resultados indicaram que apesar de N.
viridula destinar nutrientes adquiridos em ambas as fases de desenvolvimento para a reproducdo,
nutrientes da fase ninfal sdo principalmente investidos no desenvolvimento e manuten¢do de
tecidos somaticos, enquanto os nutrientes da fase adulta sdo aqueles que mais contribuem para o
processo de reprodugdo nesse inseto. A qualidade do alimento na fase imatura e/ou adulta
influenciou o processo de maturacdo de odcitos, a concentragdo de proteinas totais e de
vitelogeninas disponiveis na hemolinfa e a fecundidade de fémeas desse percevejo. A
alimentacdo “rica” em nutrientes na fase adulta de N. viridula foi essencial para a reprodugdo das
fémeas, independentemente da dieta na fase imatura, permitindo recuperar as deficiéncias
nutricionais acumuladas na fase imatura quando exposta a dieta “pobre”. No entanto, 0 acesso a
dieta natural (“rica”) apenas na fase imatura do percevejo niao permitiu o acimulo necessario de
reservas nutritivas para sustentar o processo de reproducdo de adultos alimentados com dieta
artificial (“dieta pobre”).

Palavras-chave: Nutricdo; Reproducio; Fisiologia reprodutiva; Dieta
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NUTRIENT ALLOCATION FOR REPRODUCTION OF Nezara viridula (Linnaeus, 1758)
(HEMIPTERA: PENTATOMIDAE): THE EFFECTS OF IMMATURE AND ADULT
NUTRITION

Abstract

Insects developed different strategies to mature their oocytes, adjusting the use and
allocation of nutritional resources to their reproductive physiology. Thus, depending on their
reproductive strategy, the oocyte maturation can depend on the quality of the nutrients acquired
on a specific developmental stage. Therefore, our study aimed to verify the strategy of nutrient
allocation for reproduction of Nezara viridula (L., 1758) (Hemiptera: Pentatomidae), and to
evaluate the impact of different food regimes at the nymphal and adult stages on the reproductive
capacity of this insects. Nutrient allocation for reproduction was assessed by comparing different
somatic and reproductive tissues of adults which were reared either as nymphs or adults on diets
enriched with the stable isotope N. The effects of the food quality at different stages of the
development of N. viridula was tested on nymphs and adults by constantly and alternately
feeding them on a natural diet (peanut seeds and fruits of privet) ("rich") or on an artificial dry
diet ("poor"). The total protein and vitellogenin content in the hemolymph and the maturation of
oocytes were also assessed. Our data indicated that although N. viridula allocates nutrients
acquired at both stages of for reproduction, nutrients from the immatures are mainly used for the
development and maintenance of somatic tissues, while nutrients acquired at the adult stage are
mostly invested in reproduction. The quality of food offered at the immature and adult stages
influenced oocyte maturation, the total protein and vitellogenin concentrations, and affected
female fecundity. Adult feeding on the natural diet was essential for female reproduction,
regardless the diet used for the immature, allowing insects to overcome any deficiencies due to
the use of an unsuitable diet for the immatures. Access to the natural diet (rich diet) only at the
immature stages could not sustain the metabolic activities required for adult reproduction.

Keywords: Nutrition; Reproduction; Reproductive physiology; Diet

5.1 Introducao

Os insetos possuem diferentes estratégias de reproducdo, as quais estdo relacionadas ao
desenvolvimento ovariano e as decisdes de alocacdo de recursos nutricionais adquiridos ao longo
do desenvolvimento imaturo e da fase adulta. Assim, a estratégia reprodutiva de insetos pode ser
avaliada pelo seu indice de ovigenia (IO), que relaciona o potencial reprodutivo inicial do
individuo (dado pelo nimero de ovos maduros no ovdrio) ao seu potencial observado (nimero
total de ovos depositados) (JERVIS; BOGGS; FERNS, 2005). Desta forma, insetos que
apresentam IO igual a um (IO = 1) sdo classificados como pré-ovigénicos, sendo que as fémeas

emergem com o complemento total de odcitos que serdo utilizados em sua vida reprodutiva. Por
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outro lado, aqueles insetos com IO igual a zero (IO = 0), classificados como sinovigénicos,
apresentam fémeas que emergem com nenhum ou poucos odcitos desenvolvidos. Em alguns
grupos de insetos, como Lepidoptera e Hymenoptera, as espécies se distribuem ao longo de um
gradiente continuo delimitado por estes dois extremos, sendo a estratégia reprodutiva adotada
extremamente ligada as decisdes de alocacdo de recursos nutricionais ao desenvolvimento de
tecidos somaticos ou reprodutivos ao longo do processo de crescimento e metamorfose (JERVIS
et al., 2001; JERVIS; BOGGS; FERNS, 2005). Enquanto insetos pré-ovigénicos priorizam a
alocacdo de nutrientes da fase imatura para o desenvolvimento de atividades reprodutivas logo no
inicio de sua vida adulta, os sinovigénicos priorizam o investimento de nutrientes para o
desenvolvimento do soma, dependendo da aquisicdo de nutrientes na fase adulta para a
sustentacdo de suas atividades reprodutivas (BOGGS 1997; JERVIS, et al., 2001; JERVIS;
BOGGS; FERNS, 2005).

Assim, os recursos nutricionais para a reprodu¢do de insetos podem ser derivados da
utilizacdo de reservas nutritivas adquiridas na fase imatura (investimento “capital”), as quais se
encontram armazenadas no tecido adiposo, sendo posteriormente destinadas a producdo e
maturagdo de odcitos na fase adulta do inseto. Nutrientes necessdrios ao desenvolvimento de
atividades reprodutivas na fase adulta ainda podem ter sua origem ligada diretamente a
alimentacdo do adulto ou a copula, quando machos podem transferir moléculas nutritivas as
fémeas junto ao seu fluido seminal (investimento “income”) (BOGGS, 1997; JERVIS; FERNS,
2005).

As diferentes estratégias de maturacdo de odcitos em insetos tém implicacdes diretas em
vdrios aspectos da sua historia de vida, relacionando-se de forma positiva ou negativa a
parametros bioldgicos como longevidade, tamanho do adulto e fidelidade hospedeira, entre
outros, indicando a existéncia de custos adaptativos no processo de alocagdo de nutrientes
(JERVIS; BOGGS; FERNS, 2005). Assim, € evidente que a qualidade nutricional do alimento
oferecido as diferentes fases do desenvolvimento do inseto (imaturo e adulto) pode ter reflexo
significativo no seu processo de reprodu¢do, dependendo da estratégia reprodutiva (maturacio de
odcitos) utilizada pelo mesmo, visto que os recursos nutricionais afetam diretamente a
vitelogénese (ADAMS, 1997).

Dessa forma, dados os custos adaptativos associados ao processo de alocacdo de

nutrientes e de maturagdo de odcitos em insetos, e da nutricdo adequada para a sustentacdo de
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suas atividades reprodutivas, este trabalho teve por objetivo determinar a estratégia de alocagcao
de nutrientes para a sustentacdo das atividades reprodutivas de Nezara viridula (L., 1758)
(Hemiptera: Pentatomidae), avaliando-se o investimento de recursos das fases imatura
(investimento ‘‘capital”) e adulta (investimento “income”) na reprodugdo deste percevejo.
Também avaliamos o efeito da qualidade do alimento oferecido nas diferentes fases do
desenvolvimento na sustentacdo das suas atividades reprodutivas e resultados além de fornecerem
informagdes bdsicas sobre as estratégias de reproducdo e alocacdo de recursos nutricionais desse
percevejo, permitirdo o desenvolvimento de sistemas de criacdo que explorem dietas distintas
para as diferentes fases do desenvolvimento de N. viridula. A utilizacdo de parasitdides de ovos
em programas de controle biolégico desse percevejo em areas de soja tem sido limitada pelas
dificuldades envolvidas no seu processo de criagdo em larga escala de Nezara viridula, indicando
a necessidade de informagdes voltadas a utilizacdo de nutrientes pelo mesmo. Assim, este
trabalho visa responder a duas questdes basicas: 1) qual a estratégia de alocac@o de nutrientes em

N. viridula; 2) como a qualidade do alimento oferecido nas diferentes fases de desenvolvimento

afeta a fisiologia e aptidao reprodutiva de fémeas.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Criacao de Nezara viridula

Os adultos de N. viridula foram acondicionados em gaiolas (50 x 50 x 70 cm) recobertas
com tela anti-afideo. Os percevejos foram alimentados com sementes de amendoim coladas a
tiras de papel (15 x 3 cm) e frutos de ligustro, Ligustrum lucidum, como suplemento alimentar
(CORREA—FERREIRA, 1993), e mantidos em condi¢des controladas (25+1°C; 60£10% UR e
fotofase de 14 horas), segundo CORREA-FERREIRA (1985). Agua foi oferecida em algoddo
hidréfilo embebido no interior de placas plésticas. As posturas foram recolhidas diariamente e
acondicionadas em camaras climatizadas até a eclosdo sendo as ninfas criadas em placas gerbox
(11 x 11 x 3 cm) até o inicio do 4° instar, quando foram transferidas para gaiolas de criacdo. A

alimentacdo das ninfas foi idéntica aquelas dos adultos.
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5.2.2 Determinacao da estratégia de alocacio de nutrientes

A estratégia de aloca¢do de nutrientes das fases imatura e adulta para as atividades
reprodutivas de N. viridula foi avaliada segundo técnica de marca¢do com isétopo estdvel,
utilizando o aminodcido glicina enriquecido com o isétopo estdvel '°N (abundincia dos dtomos

de °N superior a 60%).

5.2.2.1 Alocacao de nutrientes da fase imatura - Investimento ‘“capital”

Para a determinacdo da alocacdo de nutrientes da fase imatura, ninfas de terceiro instar de
N. viridula foram alimentadas com solucio de glicina contendo o isétopo N via alimentagio.
Para tanto, ninfas individualizadas em placa de Petri foram alimentadas com dieta natural
(amendoim e frutos de ligustro), juntamente com 200 pl de solucdo aquosa de glicina enriquecida
a 69% de ISN, adicionada a algoddo hidréfilo umedecido. Os insetos foram mantidos nestas
condi¢cOes até a emergéncia dos adultos. Apds a emergéncia, os adultos foram transferidos para
caixas tipo gerbox contendo a mesma dieta descrita acima e dgua, oferecida via algodao hidréfilo,
até atingirem a maturagdo sexual (10 dias de idade), quando casais foram individualizados,
utilizando como parceiros insetos ndo-marcados para a obtencao da primeira postura para analise.
Adultos marcados também foram dissecados em solucdo anti-coagulante (98 mM NaOH; 150
mM NacCl; 1,7 mM EDTA; 46 mM 4cido citrico; pH 4,5) (MASASHI HOTTA, OKUDA, 2001)
para a obtencdo de tecidos somadticos e reprodutivos. A alocacdo dos nutrientes assimilados
durante a fase imatura de desenvolvimento foi avaliada investigando a disponibilidade de "N em
diversos tecidos do inseto (6 insetos/sexo/tratamento), como o tecido adiposo, aparelho
reprodutor e musculatura em machos, e os tecidos adiposo e muscular, ovério, espermateca e
ovos em fémeas. Os diferentes tecidos obtidos foram liofilizados e a abundéncia relativa de °N

nas amostras determinada via andlise por espectrometria de massas.

5.2.2.2 Alocacao de nutrientes da fase adulta - Investimento “income”

Fémeas e machos recém-emergidos de N. viridula obtidos da criagdo estoque foram

individualizados em placa de Petri e alimentados com glicina enriquecida com 69% do is6topo
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estavel 15N, assim como descrito anteriormente. Os insetos ficaram mantidos individualmente
nestas condi¢des até atingirem a maturagcdo sexual (10 dias de idade). As fémeas marcadas foram
acondicionadas em gaiolas de acrilico (copos plésticos de 300 ml) com machos virgens nio-
marcados com a mesma idade para acasalamento e obten¢do da primeira postura. Logo apds a
oviposi¢do, fémeas foram dissecadas em meio anti-coagulante para a obten¢do do tecido adiposo
e musculatura alar, que juntamente com o ovdrio e os ovos obtidos, foram utilizados para a
verificacdo da disponibilidade de nutrientes oriundos do periodo de alimentagdo da fase adulta.
Os machos com 10 dias de idade foram dissecados em meio anti-coagulante para coleta dos
tecido adiposo e muscular e aparelho reprodutor para posterior andlise. As amostras das fémeas
foram compostas por tecidos obtidos de cinco individuos, enquanto para machos oito individuos
foram amostrados. As amostras foram preparadas e analisadas por espectrometria de massas para

a determinacdo da disponibilidade de "N nos diferentes tecidos.

5.2.2.3 Preparo e analise de amostras para determinacio isotopica de N por espectrometria

de massas

As amostras (tecidos adiposo e muscular, aparelho reprodutor masculino, ovdrio,
espermateca e ovos) de N. viridula foram liofilizadas e posteriormente seladas em cdpsulas
miniaturas de estanho (Sn), sendo admitidas no auto-amostrador de um analisador de carbono e
nitrogenio automdtico (ANCA, Europa Scientific, Crewe, UK). As amostras foram arrastadas
com um fluxo de He ultrapuro para no auto-amostrador. Na seqiiéncia, foram levadas para o
interior de tubo de combustdo vertical, quando um pulso de O, ultra puro substituiu
temporariamente o fluxo de He. O tubo de combustido foi preenchido com um catalisador, o
Cr,03 (6xido de cromo), e CuO (6xido de cobre), em fios cortados em pequenos pedacos, que
oxida os hidrocarbonos, e 1a de prata (Ag) que tem a funcdo de reter S (SO;) e halogénios.
Quando o pulso de O, chega ao forno de combustio juntamente com a amostra selada na capsula
de Sn, a temperatura local inicial passa de 1000°C para 1700°C, levando a completa combustao

das amostras.

Os produtos da combustdao: CO,, N, NOy e H,O foram levados para um tubo de redugdo

mantido a 600°C e que contém cobre metdlico (Cu). No tubo de reducio, os 6xidos de nitrogénio
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foram reduzidos a N,, sendo também retido o excesso de O,. A seguir, os gases foram conduzidos
pelo géds carregador para uma coluna preenchida com perclorato de magnésio [Mg(ClO4)], que
retém o vapor de dgua. Por tltimo, uma coluna cromatogréfica separou o CO; de impurezas. Uma
pequena fracdo do efluente (0,1%) do sistema de preparacdo de amostra entrou no espectrometro
de massa de razao isotépica (IRMS) por um longo tubo capilar com um constritor para ajuste do
fluxo de gas na entrada do IRMS. O gds entrando na fonte foi analisado para N-total e razdo
SN/ 14N, por meio das intensidades das massas 28 (MNMN), 29(15N14N) e 30 (15N15N) (BARRIE;
PRESSER, 1996).

O experimento de determinacdo da estratégia de alocagdo de nutrientes foi avaliado
separadamente para machos e fémeas. Para cada sexo, o experimento foi inteiramente
casualizado e constituido por dois tratamentos (5.2.2.1 investimento ‘“capital” e 5.2.2.2
investimento “income”). Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias

comparadas pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade.

5.2.3 Efeito da qualidade do alimento nas fases imatura e adulta na fisiologia e reproducao

de fémeas de Nezara viridula
5.2.3.1 Efeito da alimentacio na reproducio de Nezara. viridula

O efeito da nutricdo nas diferentes fases do desenvolvimento de N. viridula na sua
reproducdo foi avaliado em diferentes regimes nutricionais: i) dieta “rica” (dieta natural) e ii)
dieta “pobre” (dieta artificial), alternados ou ndo nas fases imatura e adulta. Assim, ninfas
receberam dieta natural (sementes de amendoim e frutos de ligustro) até o inicio do 3° instar,
quando parte das mesmas teve sua alimentacdo substituida por dieta artificial (FORTES et al.,
2006) até a emergéncia dos adultos. Adultos recém-emergidos de ambos os regimes alimentares
em sua fase ninfal, foram individualizados em recipiente acrilico (copos plasticos de 300 ml) para
a formacdo de casais, sendo os mesmos alimentados segundo os tratamentos: 1) ninfas e adultos
alimentados com dieta natural (NN); 2) ninfas alimentadas com dieta natural e adultos com dieta
artificial (NA); 3) ninfas e adultos alimentados com dieta artificial (AA); 4) ninfas alimentadas
com dieta artificial e adulto com dieta natural (AN). O experimento foi mantido em condi¢des

controladas (25+2°C; 60£10% UR; fotofase de 14 h). Foram avaliados os seguintes parametros
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bioldgicos: peso de machos e fémeas recém-emergidos, porcentagem de fémeas que copularam e
ovipositaram, nimero de posturas, fecundidade, fertilidade e longevidade de fémeas e machos. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contando com quatro tratamentos com
31 repeti¢des para o tratamento (NN); 22 para (NA); 28 para (AA) e 21 para (AN). Os dados
foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade. Os dados para a porcentagem de fémeas que acasalaram e a porcentagem
de fémeas que ovipositaram foram corrigidas para arcsen V(x/100), nimero de postura para
(x+6), fecundidade para V(x+3), longevidade de fémeas para logx e longevidade de machos para
Vx.

Para a andlise de peso de machos e fémeas recém-emergidos, alimentados com diferentes
dietas durante a fase ninfal, os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias

comparadas pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade.

5.2.3.2 Efeito da alimentacio na composicao bioquimica da hemolinfa e desenvolvimento do

ovario de Nezara viridula

Para andlise do efeito da alimentagdo na composicdo bioquimica da hemolinfa e no
desenvolvimento do ovério de N. viridula, foram utilizadas cinco fémeas recém-emergidas e com

10 dias de idade. O procedimento de alimentacao foi idéntico ao descrito no item 5.2.3.1.
5.2.3.2.1 Analise quantitativa e qualitativa das proteinas
5.2.3.2.1.1 Coleta da hemolinfa

A hemolinfa foi coletada apds pequena lesdo induzida junto a base do aparelho bucal da
fémeas. A hemolinfa extravasada foi coletada em solucdo tampdo anti-coagulante mantida em
gelo. As amostras foram centrifugadas (2.000g x 2 min) para a remoc¢do dos hemdcitos e o
sobrenadante recuperado foi armazenado a -20°C para andlises quantitativa e qualitativa de

proteinas (CONSOLI et al., 2005).
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5.2.3.2.1.2 Avaliacao quantitativa de proteinas da hemolinfa de fémeas de Nezara viridula

A concentracdo total de proteinas da hemolinfa foi avaliada pelo teste colorimétrico de
BRADFORD (1976), utilizando-se de uma formulacdo comercial do reagente coomassie
(Coomassie Plus Protein, Pierce Company). As amostras de hemolinfa coletadas em solugdo
tampdo anti-coagulante foram misturadas ao reagente coomassie plus, seguindo as
recomendagdes do fabricante. A concentracdo total de proteinas de cada amostra foi determinada
comparando-se a absorbancia observada a 595 nm para a amostra com aquela obtida para curva-
padrdo, utilizando albumina como padrdo.

Para fémeas recém-emergidas, o experimento constou de dois tratamentos (provenientes
de um regime alimentar rico ou pobre de nutrientes durante a fase ninfal) com cinco repeticoes.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste t ao nivel de
5% de probabilidade. Para as fémeas com 10 dias de idade, o experimento constou de quatro
tratamentos, os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

5.2.3.2.1.3 Avaliacao quantitativa das vitelogeninas na hemolinfa de fémeas de Nezara

viridula

A quantidade de vitelogeninas da hemolinfa de N. viridula foi determinada pela
observacdo do padrio eletroforético determinado por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida em meio desnaturante (SDS-PAGE), utilizando o sistema de LAEMMLI (1970).
Amostras coletadas em tampdao TBS (20 mM Tris; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; pH 7,5) foram
misturadas na propor¢do de 1:1, com 2x tampao de SDS (0,25g SDS; 1,26ml 0,5M Tris-Cl, pH
6,8; 0,84 ml 75% glicerol; 0,5 ml B-mercaptoetanol; 0,40 ml 0,005% azul de bromofenol; 2 ml
agua Milli-Q; 2% NaCl) da amostra. As amostras foram aquecidas em bloco seco (100°C x 5
min) e 20ul da amostra, correspondentes a 30 pg de proteinas, foram carregadas em gel de
poliacrilamida a 7,5%, sendo as proteinas separadas em voltagem constante (200V) (Protean II,
Bio-Rad, Hercules, CA), até que o marcador de fronte atingisse 1,0 cm da base do gel
(CONSOLI et al., 2001). As bandas protéicas foram reveladas apés coloracio com azul de

Coomassie R-250 (GelCode, Pierce Company) por 1,5 h e remocao do excesso de corante pela
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imersdo do gel em 4gua por 12-16 h, sob agitacdo constante. As duas vitelogeninas liberadas na
hemolinfa de fémeas desse percevejo foram identificadas segundo CONSOLI et al (2001), e suas
abundancias determinadas utilizando-se do sistema de captura e andlise de imagens GelQuant
versdo 2.7 (Bio-Imaging Systems).

Os dados de abundancia das vitelogeninas para fémeas recém-emergidas foram
submetidos a analise de variincia e as médias comparadas pelo teste t. Para fémeas com 10 dias
de idade, os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de

Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

5.2.3.2.2 Efeito da maturacio do ovario de Nezara viridula ao término do periodo de pré-

copula

Fémeas recém-emergidas e com 10 dias de idade, mantidas em diferentes regimes
alimentares, foram dissecadas em solucao anti-coagulante para a remog¢ao dos ovérios e posterior
avaliacdo do estdgio de desenvolvimento dos odcitos e do nimero total de odcitos/ovariolo em
cada um dos tratamentos estudados.

O experimento constituiu de quatro tratamentos e cinco repeticdes. Os dados do nimero
total de odcitos/ovariolo foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo

teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

5.3 Resultados
5.3.1 Alocacao de nutrientes em Nezara viridula — investimento “capital” vs. “income”

A distribui¢io do aminodcido glicina enriquecido com o isétopo estivel '°N em imaturos
e adultos de N. viridula indicou que ambos os estdgios de desenvolvimento destinam nutrientes
para tecidos somadticos e reprodutivos, mas em proporc¢des distintas (Figura 1). Enquanto os
nutrientes da fase imatura foram destinados em maior quantidade para o
desenvolvimento/manuten¢do da musculatura de fémeas, aqueles obtidos na fase adulta foram

alocados majoritariamente no ovdrio e primeiros ovos depositados (Figura 1A). O mesmo padrao
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de distribuicdo de nutrientes da fase ninfal e adulta nos diferentes tecidos avaliados foram
observados para machos (Figura 1B). A disponibilidade de N em ovos da primeira postura
desse percevejo indicou ainda que ambas as fases destinam nutrientes que sdo alojados ao
desenvolvimento de ovos, apesar da fase adulta contribuir praticamente com o dobro de
nutrientes que a fase imatura (Figura 1).

Andlises comparativas da distribui¢do relativa dos nutrientes adquiridos nas fases imatura
e adulta nos diferentes tecidos analisados indicaram que fémeas e machos seguem padrdo
semelhante de investimento de nutrientes (Figura 1). Para ambos os sexos, 0s nutrientes
destinados a reprodu¢do tém sua origem na alimentacdo da fase adulta (investimento “income”),
enquanto o desenvolvimento e manuten¢do de tecidos somdticos sdo dados por nutrientes
oriundos da fase imatura (investimento “capital”) (Figura 1). Fémeas de N. viridula destinaram o
dobro de nutrientes para o desenvolvimento de ovos durante a fase adulta do que durante a fase
imatura, ocorrendo o inverso em relacdo a musculatura (Figura 1A). Tanto machos quanto fémeas
destinam nutrientes adquiridos na fase imatura e adulta, em quantidades proporcionais

semelhantes ao tecido adiposo (Figura 1).
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Figura -1 Distribuicdo relativa (% de 15N) (£EP) de nutrientes adquiridos na fase imatura ou
adulta nos diferentes tecidos de fémeas (A) e machos (B) de N. viridula. Barras
marcadas com “*” para os graficos (A) e (B) indicam a existéncia de diferenca entre
os valores obtidos para um mesmo tecido, pelo teste t (P<0,05)
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5.3.2 Efeito da qualidade do alimento nas diferentes fases do desenvolvimento na fisiologia,

maturacao do ovario e aptidao reprodutiva de fémeas de Nezara viridula

5.3.2.1 Efeito na fisiologia

5.3.2.1.1 Avaliacao quantitativa de proteinas da hemolinfa de fémeas de Nezara viridula

A nutricdo influenciou a concentracdo de proteinas totais disponiveis na hemolinfa de
fémeas de N. viridula durante o periodo de formacdo e desenvolvimento dos odcitos (Figura 2).
Interessante foi notar que a quantidade de protefnas totais na hemolinfa de fémeas recém-
emergidas de N. viridula foi semelhante a despeito da qualidade do alimento na fase imatura, ou
seja, ninfas alimentadas com dieta natural ou artificial deram origem a fémeas com valores
idénticos de proteinas circulantes, ndo havendo diferenca significativa, sendo de 48,5 pg/ul para
fémeas provenientes da criacdo com dieta artificial e de 45,6 pg/ul para aquelas criadas em deita
natural (teste t; F=1,70; P=0,23).

Porém, surgiram diferencas marcantes nos niveis de proteinas da hemolinfa desses insetos
durante o periodo de maturacdo sexual, que envolve o desenvolvimento de odcitos e o inicio do
processo de vitelogénese (Figura 2). Apenas as fémeas que receberam dieta natural em ambas as
fases de seu desenvolvimento apresentaram niveis de proteinas no décimo dia de vida superiores
aqueles de fémeas recém-emergidas (Figura 2). Em todos os demais casos em que a dieta
artificial foi oferecida a uma das fases de desenvolvimento do inseto, os niveis de proteinas 10
dias apds a emergéncia foram inalterados (dieta natural na fase ninfal e dieta artificial na fase
adulta) ou inferiores em relacdo aos niveis protéicos inicias (Figura 2).

Ao longo do processo de vitelogénese, ficou evidente a interagdo dos nutrientes
armazenados no tecido adiposo durante o desenvolvimento ninfal e aqueles obtidos na fase
adulta, visto que apenas as fémeas alimentadas com dieta natural em ambas as fases do
desenvolvimento apresentaram aumento na concentracdo de proteinas totais da hemolinfa, com
niveis de vitelogeninas superiores aos demais tratamentos e ovos corionados ao final do periodo

de pré-cépula (10 dias) (Figuras 2, 4 ¢ 5).
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Figura-2 Efeito de diferentes regimes alimentares durante as diferentes fases de desenvolvimento
de Nezara viridula, na concentracio de proteinas totais (ug/ul) (x+EP) na hemolinfa de
fémeas virgens. A - recém-emergidas; B - 10 dias de desenvolvimento (NN - ninfas e
adultos alimentados com dieta natural; NA - ninfas alimentadas com dieta natural e
adultos com dieta artificial; AA - ninfas e adultos alimentados com dieta artificial; AN -
ninfas alimentadas com dieta artificial e adultos com dieta natural) (Barras seguidas da
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, P>0,05)

5.3.2.1.2 Avaliacao quantitativa das vitelogeninas da hemolinfa de fémeas de Nezara viridula

A andlise do padrao eletroforético da hemolinfa de fémeas de N. viridula, mantidas em
diferentes regimes alimentares na fase imatura e adulta, indicou a ocorréncia de variacdes na
disponibilidade de vitelogeninas (Figura 3). Pode-se observar que a abundincia de algumas
bandas protéicas (ao redor de 35 kDa) em fémeas recém-emergidas, alimentadas em dieta
artificial na fase imatura, foi muito reduzida em relagdo aquelas alimentadas com dieta natural
(Figura 3).

A abundincia de vitelogeninas em fémeas recém-emergidas foi semelhante em ambas as
dietas utilizadas na fase imatura, ndo havendo diferenca significativa entre elas (teste t; F=0,39;
P= 0,52), mas os niveis de vitelogeninas na hemolinfa de fémeas aos 10 dias de idade foi
extremamente afetado pelo alimento utilizado na fase adulta (Figuras 3 e 4). Apds 10 dias de
alimentacdo na fase adulta, a concentragdo de vitelogeninas na hemolinfa de insetos alimentados

com dieta natural em ambas as fases foi muito superior as demais (Figuras 3 e 4).
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Figura - 3 7,5% SDS-PAGE do padriao protéico da hemolinfa de fémeas de Nezara viridula com
diferentes regimes alimentares. Marcador molecular utilizado: broad-range (Bio-Rad
Cat. 161-0317; miosina - 200,0 kDa; B-galactosidase - 116,2 kDa; fosforilase b - 97,4
kDa; soro albumina - 66,2 kDa; ovalbumina - 45,0 kDa; anidrase carbdnica - 31,0
kDa). M-Marcador; Hemolinfa de fémeas recém-emergidas: N - Ninfas alimentadas
com dieta natural; A- Ninfas alimentadas com dieta artificial, Hemolinfa de fémeas
com 10 dias de idade: NN - Ninfas e adultos alimentados com dieta natural; NA -
Ninfas alimentadas com dieta natural e adultos alimentados com dieta artificial. AA -
Ninfas e adultos alimentados com dieta artificial; AN - Ninfas alimentadas com dieta
artificial e adultos com dieta natural
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Figura - 4 Abundancia das vitelogeninas na hemolinfa de fémeas de Nezara viridula com 10 dias
de idade mantidas em diferentes regimes alimentares, determinada a partir da anélise
do padrdao protéico da hemolinfa em 7,5% SDS-PAGE. (NN - ninfas e adultos
alimentados com dieta natural; NA - ninfas alimentadas com dieta natural e adultos
com dieta artificial; AA - ninfas e adultos alimentados com dieta artificial; AN -
ninfas alimentadas com dieta artificial e adultos com dieta natural) (Barras seguidas
da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, P>0,05)

5.3.2.2 Efeito na maturacao do ovario de Nezara viridula

Embora o desenvolvimento dos odcitos tenha sido influenciado pelo regime alimentar de
ninfas e adultos de N. viridula (Figura 5), o numero total de odcitos ndo diferiu
significativamente entre os tratamentos, variando de 7,1 a 4,6 odcito/ovariolo (F= 0,42; P= 0,74;
teste de Tukey). Somente fémeas que se alimentaram em dieta nutricionalmente adequada (dieta
natural) em ambas as fases de desenvolvimento (imatura e adulta), apresentaram odcitos
corionados aos 10 dias de idade, com cerca de 1,1 odcito por ovariolo. Fémeas oriundas de ninfas
alimentadas com dieta artificial, mas que receberam dieta natural nos 10 primeiros dias de vida
adulta, apresentaram odcitos em fase inicial do processo de coriogénese. No entanto, a
alimentacdo de adultos em dieta artificial ndo permitiu o desenvolvimento completo dos odcitos,
mesmo no caso de fémeas que se alimentaram com dieta natural na fase imatura. A combinagao
dieta artificial/dieta artificial foi a que mais afetou o desenvolvimento do ovério de N. viridula,

com poucos odcitos formados, todos em fase inicial ou intermedidria do processo de
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vitelogénese. Por outro lado, a combinag¢ado dieta artificial/dieta natural permitiu a formacao de

um grande numero de odcitos, com a maioria ja na fase inicial de coriogénese (Figura 5).

Figura - 5 Ovariolos de fémeas virgens mantidas em diferentes regimes alimentares. A —
Ovariolos de fémeas oriundas de ninfas alimentadas com dieta natural: Al) recém-
emergida (0 dia de idade) (Escala = 200 um); A2) 10 dias de idade, alimentadas com
dieta natural (Barra = 500 pum); A3) 10 dias de idade, alimentadas com dieta
artificial (Escala = 100 um); B — Ovariolos de fémeas oriundas de ninfas
alimentadas com dieta artificial: B1) recém-emergida (0 dia de idade) (Escala = 100
pm); B2) 10 dias de idade, alimentadas com dieta artificial (Escala = 500 pum); 3) 10
dias de idade, alimentadas com dieta natural (Escala = 500 pum)

5.3.2.3 Efeito na aptidao reprodutiva de Nezara viridula

As diferentes dietas utilizadas na alimentagdo de Nezara viridula na fase imatura
influenciaram o peso dos adultos recém—emergidos sendo que os adultos que receberam dieta
nutricionalmente adequada (dieta natural) na fase ninfal foram mais pesados em relacdo aqueles
que se alimentaram em dieta inadequadas (dieta artificial). . O peso do machos criados em dieta
natural (119,6 mg) diferiram significativamente daqueles que foram criados em dieta artificial
(86,4 mg) (teste t; F= 56,21; P< 0,0001). Padrao semelhante foi observado para as fémeas (dieta
natural= 155,9 mg; dieta artificial = 107,5 mg) (teste t; F= 142,77; P<0,0001), comprovando a
menor adequagdo nutricional da dieta artificial em relagdo a natural para este percevejo (FORTES
et al., 2005).

As diferentes combinagdes de dietas na fase imatura e adulta afetaram a aptidao bioldgica

e a fisiologia reprodutiva de N. viridula (Tabela 1). Insetos que receberam dieta natural
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(nutricionalmente adequada) na fase adulta, independentemente do alimento oferecido na fase

imatura, renderam fémeas mais propensas ao acasalamento e a deposi¢do de ovos (Tabela 1).

Tabela 1 - Atividade de acasalamento e oviposicao de fémeas mantidas em diferentes regimes
alimentares nas fases imatura e adulta (25+1°C; 60£10% UR;‘fotofase 14h)
Fémeas (%)

Dietas Numero de fémeas
Acasalaram Ovipositaram
NN 31 83,3+6,2a 80,7+7,0a
NA 22 68,2+7,6b 375+8,1b
AA 28 53,6+£3,5b 450+7.8b
AN 21 85,0+76a 850+76a

* NN - ninfas e adultos alimentados com dieta natural; NA - ninfas alimentadas com dieta natural
e adultos com dieta artificial; AA - ninfas e adultos alimentados com dieta artificial; AN - ninfas
alimentadas com dieta artificial e adultos com dieta natural. ** Médias seguidas pela mesma letra
na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). Os dados foram

transformados para arcsen\/(x/ 100).

A qualidade do alimento na fase adulta também alterou o padrdo comportamental de N.
viridula. Adultos que receberam dieta natural na fase adulta, independentemente do alimento
oferecido na fase imatura, realizaram até seis ou sete copulas, enquanto aqueles alimentados com
dieta artificial copularam no maximo por quatro vezes (Figura 6).

Fémeas que receberam dieta natural na fase adulta também foram mais fecundas do que
aquelas alimentadas com dieta artificial, ndo havendo, porém, diferencas quanto ao ndmero
médio de posturas realizadas e a longevidade (Tabela 2). A alimentacdo de adultos com dieta
artificial (inadequada nutricionalmente) afetou o desempenho reprodutivo desse inseto, mesmo
quando a alimentacdo utilizada na fase imatura foi adequada (dieta natural). A manutengdo da
dieta artificial em ambas as fases de desenvolvimento de N. viridula foi a que mais afetou a
aptidao reprodutiva do adulto, influenciando inclusive a fertilidade de fémeas em relagdo aquelas

alimentadas com dieta natural em ambas as fases de desenvolvimento (Tabela 2).
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Figura 6 - Freqiiéncia da atividade de copula de fémeas de N. viridula mantidas em diferentes
regimes alimentares nas fases imatura e adulta (25£1°C; 60£10% UR; fotofase 14h).
(NN - ninfas e adultos alimentados com dieta natural; NA - ninfas alimentadas com
dieta natural e adultos com dieta artificial; AA - ninfas e adultos alimentados com
dieta artificial; AN - ninfas alimentadas com dieta artificial e adultos com dieta
natural)

Tabela. 2 Numero de posturas (x+EP), fecundidade (x+EP) (ovos/fémea), fertilidade (%) (x+EP),
e longevidade de machos (x+EP) e fémeas (x+EP) de N. viridula mantidas com

diferentes regimes alimentares nas fases imatura e adulta (25£1°C; 60+£10% UR;
fotofase 14h)

) ) Longevidade (dias)
Dietas’ N;l;zf;fage E)ev";l;?;f;‘g; Fertilidade (%) G _—
NN 2,1+0,2a 928+193a 719+45a 28,6+29a 30,6+x34a
NA 1,7+0,7 a 20,3+12,1b 58,2+ 19,9 ab 345+3,0a 30,0+3,1a
AA 1,3+03a 11,6 £7,6b 194+£11,7b 31,7+29a 328+34a
AN 24+03a 1043 +£58a 63,5+7,4 ab 36,6 £3,6a 30,6+34a

* NN - ninfas e adultos alimentados com dieta natural; NA - ninfas alimentadas com dieta
natural e adultos com dieta artificial; AA - ninfas e adultos alimentados com dieta artificial; AN -
ninfas alimentadas com dieta artificial e adultos com dieta natural. Médias seguidas pela mesma
letra na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). Dados de niimero de
postura transformados para V(x+6), fecundidade para V(x+3), longevidade de machos para Vx e
de fémeas para log(x).
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5.4 Discussao

Virios fatores estdo envolvidos no processo de reproducdo, porém o mais importante € a
aquisi¢ao de recursos nutricionais. Os investimentos destinados a reprodu¢do de insetos podem
ser derivados das fases imatura e adulta, dependendo da estratégia reprodutiva dos mesmos
(ALCOCK; GWYNNE, 1991; JERVIS; BOGGS; FERNS, 2005). As reservas nutricionais
armazenadas durante a fase imatura podem ser destinadas aos processos reprodutivos. Entretanto,
outras espécies preferem investir seus nutrientes adquiridos durante a fase ninfal para o
crescimento de tecidos somdticos e de estruturas de reserva para a sobrevivéncia de adultos.
Assim, o sucesso reprodutivo de algumas espécies serd dependente da aquisicdo de nutrientes
pelo adulto, seja ela via alimentacdo ou pela absorcdo de nutrientes transferidos a fémea via
copula, os quais serdo destinados ao desenvolvimento de odcitos (BOGGS, 1997; JERVIS;
BOGGS; FERNS, 2005). N. viridula apresenta investimento do tipo “income”, baseando sua
reproducdo em recursos nutricionais adquiridos na fase adulta, apesar de certa contribuicdo da
fase imatura ao desenvolvimento reprodutivo deste inseto.

A sintese de proteinas responsaveis pelo desenvolvimento dos odcitos, as vitelogeninas, é
realizada pelo tecido adiposo, sendo as mesmas transportadas posteriormente pela hemolinfa até
os ovdrios, onde ocorre sua incorporagdo aos odcitos via endocitose mediada por receptores
(ADAMS, 1997, 1999; HAGEDORN et al., 1998). A auséncia das mesmas na hemolinfa de
insetos que receberam dieta artificial em pelo menos uma das fases de desenvolvimento, indica
que a sua sintese € dependente da aquisicao de nutrientes em niveis adequados na fase adulta.

O desenvolvimento do ovério em fémeas sinovigénicas pode ocorrer pela utilizacdo de
reservas nutritivas adquiridas na fase imatura, as quais se encontram armazenadas no tecido
adiposo, mas principalmente de nutrientes adquiridos via alimentacio na fase adulta
(WHEELER, 1996; ADAMS, 2000; JERVIS; BOGGS; FERNS, 2005). Fémeas de N. viridula
sdo sinovigénicas, sendo de extrema necessidade o acesso a alimentos ricos em nutrientes durante
a fase adulta para garantir seu sucesso reprodutivo. Assim como nos demais insetos que
necessitam adquirir nutrientes via alimentacdo na fase adulta para a sustentacdo do processo
reprodutivo, a qualidade e quantidade do alimento influenciam diretamente a vitelogénese e o
processo de oogénese em Heteroptera (ADAMS, 1997). Para Drosophila melanogaster (Diptera:

Drosophiladae), as fémeas com restricdo alimentar na fase adulta ndo investem os nutrientes
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adquiridos nesta fase para a reproduc@o, mas sim na manuten¢do das atividades metabdlicas dos
tecidos, sendo inclusive mais longevas em relacdo aquelas sem restricdo alimentar (O’BRIEN et
al., 2008). Para Podisus maculiventris (Hemiptera: Pentatomidae) a fonte nutricional das ninfas
tem papel importante no desenvolvimento dos ovarios, principalmente na formacgao dos foliculos
pré-vitelogénicos. A fonte de alimento dos adultos torna-se importante durante o processo de
vitelogénese, enquanto todo o processo reprodutivo, incluindo a fecundidade e sobrevivéncia dos
descendentes, € afetado pela interagdo dos nutrientes adquiridos nas fases imatura e adulta
(WHEELER, 1996; WITTMEYER; COUDRON, 2001).

O efeito das diferentes dietas nos parametros bioldgicos de N. viridula pode ser explicado
pela dificuldade do inseto em acumular nutrientes, visto que a qualidade nutricional do alimento
influencia a capacidade de hemipteros sugadores de sementes em estocar reservas nutricionais
(lipideos) durante a fase imatura (PANIZZI, 2009), tendo sido observado que a nutri¢do
inadequada durante esta fase prolonga o periodo de desenvolvimento, diminui na taxa de
crescimento e no peso dos adultos, com, consequente redu¢do na fecundidade (PANIZZI et al.,
2000; FORTES et al., 2006; PANIZZI et al., 2007).

Assim como esperado para um inseto sinovigénico (BOGGS 1997), a utilizagdo de dietas
nutricionalmente adequadas na fase adulta se mostrou eficiente na recuperacdo dos desbalangos
nutricionais ocasionados pela alimentagdo em substrato inadequado na fase ninfal em N. viridula.
A capacidade de recuperacdo do potencial reprodutivo desse inseto, apds o oferecimento de
alimento adequado na fase adulta, estd diretamente ligada a sua estratégia de reproducdo, que
conta primordialmente com os nutrientes advindos da fase adulta, assim como observado para
Podisius maculiventris (Hemiptera: Pentatomidae) e Macrolophus caliginosus (Hemiptera:
Miridae) (WITTMEYER; COUDRON; ADAMS, 2001; VANDEKERKHOVE et al., 2006).

A copula envolve gasto de energia, sendo que o aumento da freqiiéncia de copula leva ao
aumento dos custos associados ao tempo e energia gastos durante esse processo (DALY, 1978;
WATSON; ARQNVIST; STALLAMAN, 1998). Quando o regime alimentar ndo é adequado, o
comportamento e freqiiéncia de copula podem ser afetados. A dieta rica em nutrientes para D.
melanogaster resultou em maior aptiddo para as fémeas, havendo interacdo entre nutricdo e
exposi¢do das fémeas aos machos, sendo que fémeas mais nutridas tiveram maior freqiiéncia de
copulas (CHAPMAN; PATRIDGE, 1996). Uma vez que o acasalamento envolve custos, adultos

de N. viridula que tiveram alimentac¢io pobre em nutrientes durante a fase adulta, a freqiiéncia de
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fémeas que acasalaram e ovipositaram foram reduzidas. Assim como a nutricdo influencia a
freqiiéncia de copula, a oviposi¢cdo também foi influenciada pelo regime alimentar. N. viridula e
Dichelops melacanthus (Hemiptera: Pentatomidae) sofreram reducdo na porcentagem de
oviposi¢do quando alimentados com dieta artificial (FORTES et al., 2006; PANIZZI et al., 2007).

Para insetos expostos a restri¢do alimentar, a fecundidade pode diminuir. Para compensar
esta caréncia de nutrientes, pode ocorrer a reabsor¢do de odcitos e os nutrientes sdo realocados
para a manutengdo dos tecidos somdticos (BROUGH; DIXON, 1990). Porém, nosso estudos
indicam a possibilidade de oosor¢ao apenas em fémeas com 17 dias de idade, quando as mesmas
foram privadas de acasalar (cap. 3), ndo havendo qualquer indicacdo de oosor¢do em resposta a

nutri¢ao.

5.5 Conclusoes

Nezara viridula investe os nutrientes da fase imatura principalmente para a manutengdo e
desenvolvimento de tecidos somdticos (musculos), enquanto os nutrientes adquiridos na fase
adulta sdo destinados primordialmente a reprodugdo (ovario/aparelho reprodutor masculino);

O acesso a fontes nutricionais adequadas na fase adulta é fundamental ao processo
reprodutivo em N. viridula;

O acesso a alimentos nutricionalmente adequados na fase adulta pode reverter os efeitos
nocivos da nutri¢do inadequada na fase ninfal no processo de reprodu¢do de N. viridula;

A alimentacdo de adultos em dieta artificial reduz a aptidao de fémeas de N. viridula para
a copula e a fecundidade, mas nao a fertilidade e longevidade de adultos;

A alimentacdo de adultos e/ou ninfas em dieta artificial atrasa o processo de vitelogénese
e a maturacdo do ovdrio de N. viridula, reduzindo a disponibilidade de proteinas totais e de

vitelogeninas na hemolinfa.
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6 BACTERIOFAUNA FACULTATIVA ASSOCIADA A VESICULA SEMINAL DE
MACHOS DE Nezara viridula (Linnaeus, 1758) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) E O
SEU EFEITO NA FECUNDIDADE DE FEMEAS

Resumo

Este trabalho teve por objetivo identificar os simbiontes facultativos associados a vesicula
seminal de machos de Nezara viridula (L., 1758) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE), a
ocorréncia e intensidade de infec¢io em machos virgens e acasalados de individuos oriundos de
populacdes de laboratério e de campo, além de investigar o efeito desses simbiontes na
capacidade reprodutiva de fémeas deste percevejo. Foi verificada uma rica diversidade de
bactérias cultivaveis associadas a vesicula seminal de N. viridula, baseando-se em anéalises de
seqiiéncias do 16S rDNA. Andlises comparativas das seqiiéncias obtidas com aquelas depositadas
nos bancos de dados do GenBank e SIMO RDP, agruparam os diferentes morfotipos encontrados
na vesicula de machos em quatro diferentes classes de bactérias: vy-Proteobacteria
(Enterobacteriaceae), Bacilli (Bacillaceae e Staphylococcaceae), Actinobacteria
(Microbacteriaceae) e Flavobacteria (Flavobacteriaceae), sendo cada familia representada por um
tnico género de bactéria. Trés dos morfotipos selecionados, IIL-NV5 e IIL-NV7, semelhantes a
Klebsiella, e TIL-NV9, a Bacillus (IIL-NV9), sdo distintos o suficiente para sugerir o seu
posicionamento como novas espécies. A presenga de bactérias associadas a vesicula seminal
masculina é de ocorréncia natural e ndo um artefato da criagcdo em condi¢des de laboratdrio, visto
que insetos coletados no campo apresentaram-se infectados. No entanto, a ocorréncia de
simbiontes em insetos mantidos em laboratério foi muito superior aquela de individuos coletados
no campo. A freqiiéncia e abundancia de bactérias da vesicula seminal de machos foram varidveis
dependendo da origem dos adultos e da experiéncia sexual. A ocorréncia dessas bactérias ndo
afetou a capacidade de inseminacdo de machos e nem o desempenho reprodutivo de fémeas. O
papel desta associacao na aptiddo bioldgica de machos infectados ainda permanece desconhecido.

Palavras-chave: Simbionte; Aparelho reprodutor; Capacidade reprodutiva

FACULTATIVE BACTERIOFAUNA ASSOCIATED THE SEMINAL VESICULAR OF
MALE OF Nezara viridula (Linnaeus, 1758) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) AND ITS
EFFECT ON FERTILITY OF FEMALE

Abstract

This study aimed to identify the bacteriofauna associated with the seminal vesicle of males
of Nezara viridula (Linnaeus, 1758) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE). Additionaly, we
investigated the occurrence and intensity of infection in virgin and mated males of individuals
from laboratory and field populations, besides investigating the effect of these symbionts on the
reproductive capacity of females. A rich diversity of culturable bacteria associated with the
seminal vesicle of N. viridula was found, based on analysis of 16S rDNA sequences. Analysis of
the obtained sequences compared with those stored at the GenBank and SIMO RDP databases,
grouped the different morphotypes associated with the seminal vesicles of males into four
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different classes of bacteria: y-Proteobacteria (Enterobacteriaceae), Bacilli (Bacillaceae and
Staphylococcaceae), Actinobacteria ( Microbacteriaceae) and Flavobacteria (Flavobacteriaceae),
with each family represented by a single genus of bacteria. Three of the selected morphotypes,
IIL-NV5 and IIL-NV7, similar to Klebsiella and IIL-NV9, to Bacillus (IIL-NV9), are distinct
enough to suggest their positioning as new species. The presence of bacteria associated with the
male seminal vesicle is a natural occurrence and not an artifact created in laboratory conditions,
once infection was also observed in insects collected in the field. However, the occurrence of
symbionts in laboratory-maintained insects was much higher than that in the field colleted ones.
The frequency and abundance of bacteria in the seminal vesicle of males varied depending on the
origin and the adult mating. The occurrence of these bacteria affected neither the insemination
capacity of males nor the reproductive performance of females. The role of this association in the
fitness of infected males remains unknown.

Key words: Symbiont; Reproductive system; Reproductive capacity

6.1 Introducao

z

A simbiose € um importante veiculo para a evolugdo e a diversidade ecoldgica,
aumentando o nimero de habitats aceitdveis para a vida (WERNEGREEN, 2002). Entre os
organismos multicelulares, os insetos formam um grupo com grande diversidade de habitos
alimentares, sendo parte desta diversidade atribuida aos microrganismos a eles associados
(BOURTZIS; MILLER, 2008). Vdrios insetos apresentam relacdes de simbiose das mais diversas
com microrganismos, que podem ser facultativas ou obrigatdrias, resultando em interagdes
neutras, de mutualismo ou patogénicas. As interacOes em que as associacdes sdo obrigatdrias
normalmente levam a relagdes de mutualismo, enquanto aquelas associacdes facultativas podem
resultar em relagcdes bastante varidveis, que podem envolver custos adaptativos, levando a
reducdo da aptidao biolégica do hospedeiro, no caso, o inseto (DIXON, 1998; WERNEGREEN,
2002).

As relacoes de mutualismo envolvem simbiontes obrigatorios, os quais sao transmitidos
verticalmente e resultam em alto grau de dependéncia entre hospedeiro e simbionte. A ocorréncia
deste tipo de simbiose estd normalmente associada a disponibiliza¢do de nutrientes encontrados
em concentracdes inadequadas na dieta natural de seus hospedeiros, influenciando, assim, a
aptiddo bioldgica dos mesmos (DOUGLAS, 1996; WERNEGREEN, 2002; MORAN; DUNBAR,
2006). Ja os simbiontes facultativos podem ser transmitidos vertical ou horizontalmente,
distribuindo-se por diferentes tecidos do hospedeiro. Estes simbiontes podem influenciar i) o

sistema imune de seus hospedeiros, tornando-os mais resistentes a parasitdides e patdgenos, ii) a
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resisténcia do hospedeiro a fontes de estresse, iii) o0 comportamento de selecdo hospedeira e iv)
contribuir de forma negativa ou positiva para a capacidade reprodutiva do hospedeiro (CHEN et
al., 2000; GOEBEL; GROSS, 2001; OLIVER et al., 2003; HAINE 2008).

Apesar da grande maioria dos simbiontes essenciais serem obrigatoriamente
endocelulares, inimeros simbiontes que habitam o espaco extracelular também podem influenciar
a aptiddo bioldgica de seus hospedeiros de forma positiva (OLIVER et al. 2003; TSUCHIDA,;
KOGA; FUKATSU, 2004, FERRARI et al. 2004). No entanto, também sdo os simbiontes
extracelulares aqueles que mais comumente assumem interacOes patogé€nicas com seus
hospedeiros, como aqueles que induzem doengas sexualmente transmissiveis. Entre estes
simbiontes, encontram-se principalmente os virus, protozodrios, fungos, helmintos e outros
artrépodes, como o éacaro Coccipolipus hippodamia (Acari: Podapolipidae) (KNELL;
WEBBERLEY, 2004; WEBBERLEY, et al. 2006). Assim, insetos que realizam vdrias cOpulas
sd0 mais propensos a adquirirem agentes infecciosos transmitidos sexualmente e que podem
resultar na reducdo da aptiddo reprodutiva de adultos, afetando a dindmica populacional do
inseto, apresentando, assim, potencial como agentes de controle biol6gico (KNELL;
WEBBERLEY, 2004).

Independentemente da natureza da associag@o inseto-simbionte, simbiontes tem sido alvo
de estudos intensos para sua utilizagdo como ferramenta para o desenvolvimento de novas
estratégias de manejo de insetos-praga, de vetores ou de doengas por eles transmitidas (COSTA
et al.,, 1997, DURVASULA et al, 1997, BEARD; DURVASULA; RICHARDS, 1998;
BEXTINE et al., 2004). Os sugadores de seiva da ordem Hemiptera apresentam associagoes
diversas com simbiontes (MORAN et al., 1993; FUKATSU; HOSOKAWA, 2002; BAUMANN,
2005; HOSOKAWA et al., 2006), indicando a possibilidade de exploracao desses simbiontes no
desenvolvimento de novas ferramentas para o controle de percevejos-praga.

Entre os sugadores de plantas, os pentatomideos se destacam pela diversidade de espécies-
pragas e pela importancia que as mesmas assumem em diversos agroecossistemas, seja como
causadores de danos diretos ou indiretos (PANIZZI et al., 2000). No Brasil, Nezara viridula (L.,
1758) (Hemiptera: Pentatomidae) se destaca como uma das mais importantes pragas-agricolas
visto os danos que pode causar a soja, importante cultura no agronegécio nacional. Esse
percevejo apresenta vdrias bactérias simbiontes associadas ao seu trato digestivo, mas ao

contrario de outros Pentatomidae, estes simbiontes parecem ndo exercer qualquer efeito no
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desenvolvimento e reproducio do inseto (HIROSE et al. 2006; PRADO et al., 2009). No entanto,
ha ainda indicagdes na literatura que apontam a existéncia de bactérias habitando a vesicula
seminal de machos, sem qualquer indicagdo da relacdo das mesmas com seu hospedeiro
(MALOUF, 1933). Assim, este trabalho teve por objetivo isolar, identificar e caracterizar os
simbiontes associados a vesicula seminal de machos de N. viridula, assim como verificar se os
mesmos poderiam reduzir a aptiddo reprodutiva de fémeas acasaladas com machos infectados,

atuando, desta forma, como uma doenga sexualmente transmissivel.

6.2 Material e Métodos

6.2.1 Criacao de Nezara viridula

Adultos de N. viridula foram acondicionados em gaiolas (50 x 50 x 70 cm) recobertas
com tela anti-afideo e mantidos em condi¢des controladas (25£1°C; 60£10% UR; fotofase de 14
horas), segundo CORREA-FERREIRA (1985). Os percevejos foram alimentados com sementes
de amendoim coladas a tiras de papel (15 x 3 cm) e frutos de ligustro, Ligustrum lucidum, como
suplemento alimentar (CORREA-FERREIRA, 1993). Agua foi oferecida em algoddo hidréfilo
embebido no interior de placas pldsticas. As posturas foram recolhidas diariamente e
acondicionadas em cimaras climatizadas (25x1°C; 60x10% UR; fotofase de 14 horas) até a
eclos@o das ninfas, as quais foram criadas em placas gerbox (11 x 11 x 3 cm) até o inicio do 4°
instar, quando foram transferidas para gaiolas de criagdo. A alimentacdo das ninfas foi idéntica

aquela dos adultos.

6.2.2 Determinacao da ocorréncia, freqiiéncia e densidade de simbiontes em machos virgens

e acasalados da populacio estoque e na populaciao natural de Nezara viridula

Para se avaliar a ocorréncia natural de bactérias associadas a vesicula seminal e o efeito
da cépula na infeccio de machos, machos virgens e acasalados de N. viridula mantidos em
laboratério e coletados no campo foram dissecados em condigdes assépticas para remog¢do da
vesicula seminal e posterior isolamento e cultivo das bactérias associadas a esta estrutura. Para

isso, os insetos foram esterilizados superficialmente em 70% etanol por 5 min, lavados em dgua
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Milli-Q estéril e dissecados em solucdo salina estéril NaCl 0,85% para a remog¢do asséptica da
vesicula seminal. A vesicula dissecada foi lavada (3x) em solucdo salina 0,85% estéril e
transferida para 300 pl de solugd@o salina estéril. A vesicula foi rompida para a liberacdo do seu
conteudo, agitada em vortex para a homogeneizacdo da mistura e diluigdes seriais foram
utilizadas para o plaqueamento e cultivo de bactérias em meio de agar nutriente a 28°C, durante
16 h, para posterior determinacdo do nimero de unidades formadoras de coldnia (UFC) por
vesicula seminal (= inseto).

A ocorréncia natural de bactérias associadas a vesicula seminal de N. viridula foi
investigada coletando-se individuos imaturos de ultimo instar (n = 11) e adultos em campo (n =
24), os quais foram trazidos ao laboratério para a coleta da vesicula seminal. Adultos foram
dissecados imediatamente e a vesicula seminal processada como descrito anteriormente para os
individuos do laboratério. As ninfas de dltimo instar foram mantidas em gaiolas e alimentadas até
a emergéncia de adultos, utilizando método descrito no item 6.2.1, quando os mesmos foram
processados. Para insetos virgens provenientes de campo e laboratério, a vesicula seminal foi
extraida de machos com 10 dias de idade. Para os adultos capturados em campo, a vesicula foi
extraida imediatamente apds a coleta, enquanto que os insetos copulados em criacdo de

laboratdrio foram amostrados imediatamente apds a copula.

Figura 1 - Aparelho reprodutor masculino de Nezara viridula. A - Testiculo; B - Vesicula
seminal; C - Glandulas acessorias
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6.2.3 Cultivo e isolamento de simbiontes associados a vesicula seminal de Nezara viridula

A vesicula seminal de machos de N. viridula foi dissecada em condi¢des estéreis apos a
desinfec¢do externa de machos em solugdo de 0,5% de hipoclorito de sédio em 70% etanol. A
vesicula foi removida, transferida para 300 pl. de solucdo salina estéril a 0,85%, onde foi
rompida para libera¢do de seu contetido e a mistura agitada em vortex. Apds a agitacdo, dilui¢des
seriais foram plaqueadas em meio dgar nutriente e cultivadas a 28°C, por até 24 h. Apds o
crescimento, colonias foram separadas baseadas em suas caracteristicas morfoldgicas, inoculadas
em meio LB liquido e cultivadas a 28°C por 24 horas, sob agita¢do constante. Apds o periodo de
crescimento, aliquotas foram retiradas para preservacdo da linhagem em meio LB+glicerol a -

80°C, sendo o restante da cultura utilizado para a extragdo de DNA gendmico.

6.2.4 Caracterizacao molecular dos simbiontes

Colonias das bactérias cultivadas em dgar nutriente foram tocadas com alga de platina,
previamente esterilizada, e mergulhada em 50 pl de dgua Milli-Q estéril. Posteriormente, a
solucdo foi aquecida a 100 °C por 5 minutos e mais 50 pl de dgua estéril foram adicionados a
mistura. Essas amostras foram utilizadas para a amplificacdo de fragmento da regido 16S do
rDNA em reagdes de PCR, utilizando o conjunto de iniciadores 8F (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’, posicdes 8 — 27 de Escherichia coli) e 1491R (5°-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3’, posi¢cdes 1509 — 1491 de E. coli), em reagdo programada a
95°C por 4 min (1 ciclo), seguida de 35 ciclos a 95°C por 1 min, 58°C por 1 min e 72°C por 2
min, com extensdo final a 72°C por 10 min (RIVAS et al. 2001). Os produtos de amplificagdo
foram separados em gel de agarose a 1,5% em tampao Tris-acetato-EDTA (TAE) a 5V/cm e
visualizados em transiluminador apds coloragdao com 50 pg/ml de brometo de etidio.

As reagdes que produziram fragmento tnico, de tamanho esperado (cerca de 1.300 pb)
foram purificadas em etanol adicionando um décimo do volume do produto de amplificacdo de
acetato de sodio 3M (pH 7) e duas vezes o volume de etanol 95% gelado, seguido de agitacdo
vigorosa. As amostras foram incubadas a -20 °C durante 24 horas. Posteriormente foram

centrifugadas a 14000 g por 10 minutos. Apods este processo todo o sobrenadante foi removido e
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adicionou 500 pl de etanol 80% gelado, seguido de duas novas centrifugagdes (14000 g x 5 min).
O etanol foi removido, o pellet de DNA foi exposto a temperatura ambiente para secar e, em
seguida, ressuspenso em 20 pl de dgua Milli-Q (DAVIS; KUEHL; BATTEY, 1994).

Os amplicons purificados foram submetidos a andlise de RFLP (“restrition fragment
lenght polimorphysm”) utilizando-se das enzimas de restri¢cao Rsal, Hinfl e Ddel. As reacOes de
restricdo foram conduzidas a 37°C, por 24 h, no tampao especifico da enzima. Apos o periodo de
restricdo, os fragmentos foram separados em gel de agarose a 1,5%, sendo o padrio de digestdo
obtido visualizado em transluminador apds coloracdo do gel com brometo de etidio (50 pg/ml).
Isolados que produziram padrdes de restricdo distintos foram selecionados para posterior
sequenciamento bidirecional do amplicon da regiao do 16S rDNA obtido. O sequenciamento foi
realizado pelo Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG), UNICAMP. As
seqiiéncias obtidas foram sujeitas a andlises comparativas com aquelas existentes no GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando-se da ferramenta de busca BLASTn. As seqiiéncias

N

obtidas também foram submetidas a andlise comparativa com linhagens tipos e ndo-tipo
depositadas no banco de dados SIMO RDP Agent (‘Sapelo Island Microbial Observatory —

Ribossomal Database Project’) (http://simo.marsci.uga.edu/public_db/). Os acessos aos bancos de

dados foram feitos em Novembro de 2009.

6.2.5 Analise filogenética

As seqiiéncias obtidas foram alinhadas usando o programa MEGA 4.0 (TAMURA;
DUDLEY; NEI, 2007) e trimadas manualmente antes de proceder a andlise filogenética. As
relacdes filogenéticas foram inferidas usando o método de maxima verossimilhanca (ML) como
critério (FELSENSTEIN, 1981). O modelo de substitui¢cdo de nucleotideos mais apropriado foi o
‘General Time Reversible (GTR+I+G)’ (LANAVE et al., 1984), selecionado pelo ‘Akaike
Information Criterion (AIC)’, usando o programa MrMTgui 1.0 (NUIN, 2008). O pacote
PHYML foi usado em todas as andlises (GUIDON; GASCUEL, 2003). A topologia das arvores
obtidas foi avaliada pela andlise de ‘bootstrap’ (FELSENSTEIN, 1985) no método ‘neighbor-
joining’ (NJ), baseado em 1000 pseudo-repeticoes usando os programas SEQBOOT e
CONSENSE, existentes no pacote PHYML (GUIDON; GASCUEL, 2003).
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6.2.6 Efeito das bactérias simbionte associadas a vesicula seminal na reproduciao de Nezara

viridula

A capacidade de patogenicidade das bactérias simbiontes associadas a vesicula seminal de
machos de N. viridula foi investigada avaliando-se o efeito das mesmas na reproducdo deste
inseto. Para tanto, machos recém-emergidos foram alimentados com solu¢do a 2% de antibi6tico-
antimicético (10.000 unidades/ml de penicilina G, 10 mg/ml de sulfato de estreptomicina e 25
mg/ml anfotericina B) (Sigma-Aldrich), acrescida a d4gua durante todo o periodo correspondente a
pré-copula (dez dias) (COSTA, 1991). Posteriormente, casais foram individualizados em
recipientes de 300 ml e alimentados assim como descrito anteriormente (item 6.2.1). Visto que a
capacidade reprodutiva maxima das fémeas pode ser obtida mesmo apds uma dnica cépula (ver
capitulo 4), os machos de N. viridula foram removidos logo apds o término da cOpula. Para a
confirmacdo da eficiéncia do tratamento com antibiético na eliminag¢do das bactérias da vesicula
seminal, machos tratados foram dissecados apds a copula e os fluidos da vesicula seminal

coletados e plaqueados como descrito anteriormente (item 6.2.3).

O efeito do simbionte na reproducdo desse inseto foi avaliado comparando-se a
capacidade reprodutiva de f€émeas copuladas com machos tratados com antibidticos e aqueles
ndo-tratados, infectados por bactérias, observando a fecundidade, fertilidade e longevidade das
fémeas. Cada tratamento constituiu de diferentes repeti¢des, sendo realizadas 37 repeti¢cdes para
machos tratados com antibiético e 35 para machos sem antibiético. Cada casal foi considerado
uma repeticdo. Os dados foram submetidos a andlise de variincia e as médias comparadas pelo
teste t ao nivel de 5% de probabilidade. Os dados para fecundidade foram corrigidos para log x e

longevidade das fémeas para Vx.

6.3 Resultados

6.3.1 Determinacao da ocorréncia, freqiiéncia e intensidade de infeccao da vesicula seminal

de Nezara viridula por bactérias simbiontes
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Bactérias associadas a vesicula seminal de machos de N. viridula foram encontradas em
machos coletados a campo e obtidos de criacdo de laboratério. Entretanto, a freqiiéncia e
abundancia dessas bactérias foram varidveis dependendo da origem dos adultos e da experiéncia
sexual de machos (virgem ou acasalado), principalmente para os insetos mantidos em condi¢des
de laboratorio.

A freqiiéncia de infec¢do da vesicula seminal em machos de laboratério foi de 81%, muito
superior aos 34,3% encontrado para machos coletados a campo (teste t; F=17,90; P<0,001). Para
os insetos criados em laboratorio, foi verificado que machos copulados apresentaram 100% de
infeccdo diferindo significativamente dos virgens, que apresentaram 58% de infeccdo (teste t; F=
15,00; P< 0,001). J4 para os insetos provenientes de campo, a maior porcentagem de infeccao foi
para os machos virgens (72,7%) diferindo significativamente dos adultos coletados em campo
(16,6%) (teste t; F=10,48; P< 0,001).

Assim como a freqiiéncia de bactérias variou em funcdo da origem e experiéncia sexual, o
nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC) foi distinto para insetos de criados em
laboratdrio. Insetos acasalados apresentaram 7,0);103 UFC, diferindo significativamente dos
virgens que apresentaram 5,5x102 UFC (teste t; F=169,60; P<0,00001). Entretanto, para insetos
coletados em campo, o nimero de unidades formadoras de colonia para individuos virgens e
adultos foi préximo. Machos virgens apresentaram 4,7x10> UFC, enquanto os adultos cerca de

6,0x10> UFC (teste t, F=0,45; P=0,52).

6.3.2 Freqiiéncia de infeccio, isolamento caracterizacio molecular de bactérias simbiontes

associadas a vesicula seminal de Nezara viridula

Sessenta e nove isolados de bactérias associadas a vesicula seminal de N. viridula foram
recuperados de placas dgar nutriente para andlises de PCR-RFLP do gene 16S rDNA. Andlises
dos padrdes de restricdo obtidos resultaram na identificacdo de 10 morfotipos (Tabela 1). A
andlise comparativa dos cerca de 1300 pb obtidos para a regido 16S do rDNA para os morfotipos
1solados da vesicula seminal de N. viridula com seqiiéncias depositadas nos bancos de dados do
GenBank e SIMO RDP, permitiu agrupar os morfotipos selecionados em quatro diferentes
classes de bactérias: 7y-Proteobacteria (Enterobacteriaceae), Bacilli (Bacillaceae e

Staphylococcaceae), Actinobacteria (Microbacteriaceae) e Flavobacteria (Flavobacteriaceae)
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(Tabela 1). Todas as familias foram representadas por um tnico género de bactéria. Além disso,
Staphylococcacea, representada pelo género Staphylococcus, foi a familia mais abundante, sendo
responsavel por 40% dos morfotipos selecionados (Tabela 1). Conseqiientemente, essa familia
também apresentou a maior diversidade de morfotipos, com trés espécies distintas: IILNv1
(GenBank no. GU373035) semelhante a S. saccharolyticus (GenBank no. 1.37602), 1ILNv2
(GenBank no. GU373036) e IILNv3 (GenBank no. GU373037) a S. caprae (GenBank no.
AB009935) e IILNv4 (GenBank no. GU373038) a S. pasteuri (GenBank no. AB009944) (Tabela
1).

No entanto, apesar de Staphylococcus ter apresentado a maior diversidade de morfotipos,
sua freqiiéncia entre as colOnias isoladas foi relativamente baixa (9,8% dos isolados), sendo a
Enterobacteriaceae Klebsiella a mais comum, representando 81,8% dos morfotipos analisados
[isolados IILNv5 (GenBank no. GU373039) e IILNv7 (GenBank no. GU373041)]. Porém, o
morfotipo IILNv7 foi o mais abundante de todos, representando 80,4% de todas as coldnias

analisadas (Tabela 1).

Tabela 1 - Similaridade do gene 16S rDNA (~1.300 pb) dos morfotipos selecionados de
bactérias associados a vesicula seminal de Nezara viridula com seqiiéncias de
linhagens tipo e ndo-tipo depositadas nos bancos de dados do NCBi e SIMO RDP,
e freqiiéncia relativa dos mesmos em anélises de PCR-RFLP de clones isolados

Similaridade com linhagens tipo e nao-tipo Freqiiéncia
Morfotipos relativa
Linhagem mais proxima % de (%)
g P Identidade

IILNv1 (GU373035) Staphylococcus saccharolyticus (1L3702) 99% 2,8
IILNv2 (GU373036) Staphylococcus caprae (AB009935) 99% 4,2
IILNv3 (GU373037) Staphylococcus caprae (AB009935) 99% 1,4
IILNv4 (GU373038) Staphylococcus pasteuri (AB009944) 99% 1,4
IILNv5 (GU373039) Klebsiella pneumoniae (AY043391) 98% 1,4
IILNv6 (GU373040) Curtobacterium albidum (AM042692) 99% 1,4
IILNv7 (GU373041) Klebsiella sp. (AY827578) 99% 80,4
IILNvV8 (GU373042) Cryseobacterium indologenes (AM232813) 99% 2,8
IILNv9 (GU373043) Bacillus sp (GQ375801) 98% 1,4

IILNv10 (GU373044) Cryseobacterium indologenes (AM232813) 99% 2,8
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A andlise filogenética realizada (795 caracteres totais; 404 padrdes informativos e 53,23%
sitios sem polimorfismo) indicou que todos os morfotipos identificados foram afins de espécies
com habito de vida livre em seus determinados géneros. Entretanto, apesar dos morfotipos
IILNvS (GenBank no. GU373039) e IILNv7 (GenBank no. GU373041) apresentarem alta
similaridade com espécies de Klebsiella, e o morfotipo IILNv9 (GenBank no. GU373043) com
Bacillus, a andlise filogenética demonstrou que esses isolados apresentaram afinidade com
espécies ainda ndo-identificadas, sugerindo, portanto, que as mesmas possam se tratar de novas
espécies. Os isolados IIL-Nv5 e IIL-Nv-7, apesar de inseridos em um grande clado de
enterobacteridceas que também inclui dois dos simbiontes isolados do intestino de N. viridula
(EU072503 e AY679762), apresentam alta divergéncia com as bactérias presentes no trato

digestivo deste percevejo (Figura 2).
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Figura 2 - Relagdes filogenéticas de bactérias associadas a vesicula seminal de Nezara viridula e

bactérias isoladas do ambiente e associadas ao trato digestivo de insetos, inferida
sobre o critério de maxima verossimilhanca (FELSENSTEIN, 1993) a partir de
informacdes da seqiiéncia do gene 16S rDNA. Os niimeros nos ramos indicam o nivel
de suporte “boostrap”, baseado na anédlise de NJ com 1000 pseudo-repeti¢des; apenas
valores acima de 50% estdo representados. A barra de escala indica 0,02 substituicdes

por nucleotideo
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6.3.3 Efeito de bactérias associadas a vesicula seminal de machos na reproduciao de Nezara

viridula

) o " . 3

A fecundidade e fertilidade das fémeas acasaladas com machos infectados (5,6x10
UFCl/vesicula seminal) e ndo-infectados foram semelhantes, indicando que a associacdo de
simbiose com as bactérias presentes na vesicula seminal possa ser neutra, visto que ndo ha

interferéncia na capacidade reprodutiva das fémeas (Tabela 2).

Tabela 2 - Fecundidade (x+EP), fertilidade (x+EP) e longevidade (x+EP) de fémeas que
copularam com machos tratados ou ndo com antibidticos (25+1°C; 60+10% UR;
fotofase 14h)

Tratamento'
Parametros bioldgicos
Tratada Nio tratada
Fecundidade 306,1 +£39,3 a 209,0+319a
Fertilidade (%) 55,1 +6,2a 450+6,1 a
Longevidade (dias) 43,6 +3,4a 498+4,4 a

T . " " - . p P
Médias seguidas de mesma letra, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste t ao nivel de

5% de probabilidade. Dados de fecundidade foram corrigidos para log x e os de longevidade para

Vx.

6.4 Discussao

A vesicula seminal de N. viridula apresentou diversidade de bactérias muito superior
aquela esperada, visto que o unico relato referente a presenca de simbiontes na vesicula seminal
deste inseto relacionava os mesmos as bactérias comumente presentes no trato digestivo
(MALOUF, 1933). No entanto, nossas andlises indicam que nenhum dos simbiontes presentes na
vesicula seminal de N. viridula se assemelha aqueles relatados habitando o trato digestivo deste
inseto (HIROSE et al., 2006; PRADO; RUBINOFF; ALMEIDA, 2006).

A ocorréncia de bactérias em individuos virgens e de campo indica que estas bactérias sdo
de ocorréncia natural e que ganham acesso a vesicula seminal por mecanismos outros que a
atividade sexual. Entretanto, os resultados obtidos sugerem que a freqiiéncia de infeccdo, pelo

menos em condi¢des de laboratdrio, pode ser influenciada pela copula. Este fato indica que as
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bactérias associadas ao aparelho reprodutor de N. viridula também podem utilizar do mesmo
mecanismo de disseminacdo relatado para enterobacteridceas associadas a outros insetos, como
pulgdes e pernilongos, as quais sdo benéficas ao inseto hospedeiro (MORAN; DUNBAR, 2006;
FAVIA, 2007).

No entanto, a presenca de bactérias em machos virgens indica a existéncia de uma via de
infec¢do distinta da sexual, apontando para a possibilidade de infec¢io da vesicula seminal de N.
viridula ainda durante o desenvolvimento ninfal deste inseto. A via mais ficil de contaminagdo
seria mesmo a aquisicdo de bactérias presentes no trato digestivo, mas apesar dos morfotipos
mais comuns identificados em N. viridula pertencerem ao género Klebsiella, as mesmas sio
muito distintas dos isolados de Klebsiella associados ao trato digestivo desse inseto (HIROSE et
al., 2006; PRADO; RUBINOFF; ALMEIDA, 2006).

Bactérias como Klebsiella, Pantoea, Arsenophonus e Buchnera vém sendo relatadas em
associagdes com diversos grupos de insetos. Porém, com excecdo de Buchnera, que exerce papel
de simbionte primario, as demais enterobacteridceas tem fun¢do desconhecida na maioria das
associagdes com insetos (DOUGLAS 1998; FREDERICK; CAESAR, 1999; SUBANDIYAH et
al. 2000; ZIENTZ et al. 2005; HIROSE et al. 2006). Existem indicacdes que essas bactérias
exercem fungdes diversas, incluindo a fixagdo de nitrogénio (POTRIKUS; BREZNAK, 1977;
BRIDGES 1981) e a protecdao contra agentes infecciosos (DILLON; CHARNLEY, 1995;
DILLON et al. 2000).

A relacdo de simbiose no caso dos simbiontes associados ao aparelho digestivo parece
incerta, pois a eliminacdo das bactérias ndo afetou os pardmetros bioldgicos avaliados. A
eliminacdo dos simbiontes Klebsiella pneumoniae e Pantoea agglomerans, associados ao
aparelho digestivo na fase imatura de N. viridula, também ndo afetou o desenvolvimento e
crescimento deste percevejo (HIROSE et al., 2006; PRADO; RUBINOFF; ALMEIDA, 2006).
Quando os simbiontes foram eliminados de ovos de N. viridula e Murgantia histrionica
(Hemiptera: Pentatomidae), os pardmetros bioldgicos ndo foram afetados (PRADO et al., 2009);
entretanto, para Acrosternum hilare (Heteroptera: Pentatomidae), a auséncia de bactérias
associadas ao trato digestivo resultou no prolongamento do periodo ninfal, aumento na
mortalidade e reducdo da fecundidade (PRADO; ALMEIDA, 2009). Assim, enquanto A. hilare e
Plautia stali (Hemiptera: Pentatomidae) necessitam de simbiontes para a sobrevivéncia (ABE;

MISHIRO; TAKANASHI, 1995), em M. histrionica e N. viridula, os mesmos parecem nao
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exercer papel fundamental neste pardmetro biolégico (PRADO; RUBINOFF; ALMEIDA, 2006;
PRADO; ALMEIDA, 2009).

O fato dos simbiontes ndo serem essenciais para seus hospedeiros nio significa que os
mesmos ndo exercam qualquer papel na biologia do inseto. Para Parastrachia japonensis
(Heteroptera: Cydnidae), os simbiontes exercem importante papel nutricional e ainda participam
da protecdo contra condicdes adversas (KASHIMA; NAKAMURA; TOJO, 2006). A associa¢do
inseto-simbionte secunddrio pode ser benéfica ou prejudicial ao hospedeiro. Algumas dessas
associacOes facultativas influenciam diretamente a reproducdo do hospedeiro, como, por
exemplo, a alfa-proteobactéria Wolbachia, de ocorréncia comum entre os invertebrados, € o
bacterioidete Cardinium, comum a dcaros, homopteros e seus inimigos naturais, os quais afetam
o modo de reprodu¢do de seus hospedeiros (WERREN, 1997; WERREN, WINDSOR; 2000;
ZCHORI-FEIN et al., 2001; ZCHORI-FEIN, PERLMAN; 2004).

Determinados simbiontes, que sdo transferidos durante a cépula e se alojam nas estruturas
reprodutivas de adultos, estabelecem relacdes patogénicas, influenciando parametros
reprodutivos (MORAN; DUNBAR, 2006; KIKUCHI et al., 2009). Assim, insetos que realizam
cOpulas miltiplas sdo mais propensos a adquirirem esses simbiontes secunddrios, os quais,
devido a natureza da relacdo patogénica estabelecida, podem resultar na reducdo da aptidao
reprodutiva dos adultos. Entretanto, para N. viridula esta relacdo de patogenicidade parece
incerta, pois a fecundidade, fertilidade e longevidade das fémeas nio foram alteradas quando
copuladas com machos infectados.

Apesar da associagdo dos simbiontes com o aparelho reprodutor de N. viridula ainda ser
obscura e necessitar de maior investigacdo para que se possa compreender o tipo de relacdo
existente e os custos adaptativos desta associacdo, a freqiiéncia da associagdo com esses
simbiontes secundarios, a possibilidade de estabelecimentos dos mesmos em populagdes naturais
abre perspectivas para a sua exploracdo no desenvolvimento de estratégias de controle deste
inseto-praga, assim como preconizado para o uso de Asaia no combate a mosquitos (FAVIA et

al., 2008).
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6.5 Conclusoes

A vesicula seminal de machos de Nezara viridula apresenta 10 linhagens distintas de
bactérias, dividadas em 4 grupos distintos;

A Enterobacteriacea Klebsiella pneumoniae € a bactéria predominante na vesicula seminal
dos machos, utilizando-se de métodos de cultivo;

A freqiiéncia e abundancia de simbiontes variam em funcdo da experiéncia sexual dos
machos e da condi¢do de criagc@o (natural ou em laboratorio);

A aquisi¢do de simbiontes ocorre por vias outras que a atividade sexual;

A aptiddo reprodutiva de fémeas ndo € afetada quando inseminadas por machos

infectados.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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