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EFEITO DA ACLIMATACAO TERMICA NA FISIOLOGIA REPRODUTIVA DE
Tenuisvalvae notata (MULSANT) (COLEOPTERA: COCCINELLIDAE)
por
MICHELE SILVA COSTA
(Sob Orientacédo do Professora Christian Sherley Aradjo da Silva Torres — UFRPE)
RESUMO
A joaninha Tenuisvalvae notata (Mulsant) € um inseto que ocorre na América do Sul com
amplitude térmica de tolerancia temperatura variando de 20-28°C, com efeitos sobre sua
reproducdo fora dessa faixa ideal. Estudos anteriores mostraram que podem ser aclimatadas a
temperaturas fora de sua faixa ideal, tanto baixas quanto altas, o que permite a sobrevivéncia. Este
estudo investigou como a temperatura pode afetar a reproducdo, bem como a nutricdo e
morfologia das gonadas desses insetos submetidos a diferentes temperaturas. Fémeas criadas em
laboratério na temperatura controle (28°C) tiveram maior fecundidade em condigdes de semi-
campo, seguidas daquelas criadas a 32°C e 18°C; isso pode estar relacionado a gobnadas
masculinas imaturas. As analises bioquimicas mostraram diferencas nos teores de lipidios tanto
em insetos machos como fémeas, com reducdo em relagdo ao controle (28°C), ndo mostrando
diferenga para o Glicogénio. Os machos criados a 32 °C e 18 °C apresentaram mais cistos e
espacos vazios sem espermatozdides em comparacdo com o controle. Houve reducdo na
quantidade de carboidratos apenas no tratamento de 18 °C. A quantidade de proteinas totais ndo
diferiu entre os tratamentos para os machos. Os resultados mostraram que 0os machos da joaninha
foram afetados pela reducdo da temperatura, com atraso na maturacdo sexual, sendo melhor a

temperatura 28 °C, seguida por 32°C.
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EFFECT OF THERMAL ACCLIMATION ON THE REPRODUCTIVE PHYSIOLOGY OF
TENUISVALVAE NOTATA (MULSANT) (COLEOPTERA: COCCINELLIDAE)
por
MICHELE SILVA COSTA
(Sob Orientacédo do Professsora Christian Sherley Araujo da Silva Torres — UFRPE)
ABSTRACT
The lady beetle Tenuisvalvae notata (Mulsant) is an insect that occurs in South America with an
optimal temperature range varying from 20-28 °C, with effects on its reproduction outside this
optimal range. Previous studies have shown that T. notata can be acclimated to temperatures
outside its optimal range, both low and high up to a limit, which allows insect survival. However,
they do not reproduce satisfactorily or totally. Thus, this study investigated how temperature may
affect predator insects reproduction, as well as the nutrition and morphology of the gametes of
insects subjected to different temperatures. Results showed that lady beetle males were affected
by the reduction in temperature, with a delay in sex maturation. Females reared in the laboratory
at the control temperature (28 °C) had higher fecundity in semi-field conditions, followed by those
reared at 32 °C and 18 °C; this could be related to immature male gametes. Biochemical analyses
showed differences in lipids and total sugar contents in male and females gonads, with a reduction
in comparison to the control (28 °C). Similar results were found for males, in which testicles of
males reared at 32 °C e 18 °C had more cists and empty spaces with no spermatozoa in
comparison to the control. There was a reduction in the amount of carbohydrates only in ovarioles

of females reared at 18 °C. The amount of total proteins did not differ among treatments. Further
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studies may focus on aspects of nutrient absorption through the midgut and how this may be

related to the trade-off between survival and reproduction in T. notata.

KEY WORDS: Coccinellidae, biological control, acclimatization, reproduction, histochemistry.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

O efeito da temperatura nos insetos & geralmente determinado em funcdo da sua
sobrevivéncia, fecundidade, pardmetros demograficos e taxa de crescimento e desenvolvimento,
0s quais sdo usados para prever as interacGes dos agentes de controle bioldgico e as pragas alvo.
Estudos mostram que 0 aumento na temperatura ambiental usualmente leva a um aumento na taxa
metabdlica do inseto, e como resultado, as taxas de predacdo e desenvolvimento tendem a crescer
de forma exponencial (Khan et al. 2016).

Fatores abioticos, tais como precipitacdo, luminosidade, umidade relativa e temperatura sao
capazes de afetar o estabelecimento e crescimento populacional dos insetos (Ferreira et al. 2020).
Dentre esses, o fator abiotico mais importante que afeta diretamente os insetos herbivoros é a
temperatura, podendo prejudicar o seu desenvolvimento, sobrevivéncia, abundancia, voltinismo,
exploracdo da planta hospedeira e distribuicdo geografica (Campbell et al. 1974, Bale et al. 2002).
Além disso, os insetos requerem uma certa quantidade de unidades de calor (graus-dia) para
passar de uma fase para outra (Gordan 1999). Consequentemente, a temperatura pode influenciar
a dindmica populacional dos insetos praga e seus inimigos naturais no ambiente (Huffaker et al.
1999). Com o aumento desta, pode ocasionar 0 aumento do numero de geragdes/ano (Bale et al.
2002).

O desenvolvimento dos insetos de forma geral, em ambientes com temperaturas mais
amenas como na primavera, € mais lento, contrario a isso, tem o desenvolvimento mais rapido no
verdo quando esta mais elevada. A temperatura também pode ser um fator de pressdo de selecdo,

exercendo efeitos que sdo causados nos insetos como: as taxas de crescimento, taxa de
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desenvolvimento e a variabilidade genética que aumentam em temperaturas elevadas (Gilbert &
Raworth, 2012).

A capacidade de aclimatacdo térmica €, em geral, mais limitada em organismos de
ambientes termicamente estaveis, locais que ndo apresentam grande diferenca de temperatura ao
longo do dia (Pallarés et al. 2019). Nos agroecossistemas de maneira geral, encontra-se grande
diversidade de insetos, tanto espécies pragas como benéficas. Dentre essas pragas, tém-se as
cochonilhas de importancia agricola, as quais fazem herbivoria em espécies ornamentais,
daninhas e varias culturas de importancia econémica, como as anonaceas, videira, mamao, café,
algoddo, citros, entre outras (Pacheco da Silva et al. 2019).

Cada espécie de inseto percebe de maneira diferente o aumento da temperatura e em qual

estacdo do ano estd, assim predadores e parasitoides ficam mais eficientes em suas funcdes em

temperaturas mais quentes (Gilbert & Raworth, 2012).

Os insetos sdo organismos poiquilotérmicos, ou seja, a temperatura corporal varia em
funcdo do clima (Angilletta 2009). Dessa forma, estudos mostram que o aumento térmico
ambiental usualmente leva a um aumento na taxa metabdlica do inseto, e como resultado, as taxas
de predacdo e desenvolvimento tendem a crescer de forma exponencial (Khan et al. 2016).
Portanto, o efeito da temperatura nos insetos € geralmente determinado em funcdo da sua
sobrevivéncia, fecundidade, parametros demograficos e taxa de crescimento e desenvolvimento,
0s quais sdo usados para prever as interacdes dos agentes de controle bioldgico e as pragas alvo.

A aclimatacdo é um processo reversivel na fisiologia e bioquimica em resposta a
temperatura fora da faixa ideal. O estresse modifica sua sobrevivéncia e permanéncia no ambiente
que este esta inserido (Leroi et al. 1994, Weldon et al. 2011, Allen et al. 2012, Li et al. 2018). A
capacidade de aclimatacdo térmica €, em geral, mais limitada em organismos de ambientes

termicamente estaveis em comparacdo com aqueles que vivem sob condi¢fes mais variaveis

12
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(Tomanek 2010, Pallarés et al. 2019). Em geral, as populacGes de ambientes tropicais sdo mais
tolerantes ao calor e se recuperam mais rapidamente comparado as populacdes de regides
temperadas (David et al. 2005). Além disso, espécies com grande distribuicdo geogréfica tem
menor risco de serem afetadas(Bale et al. 2002), pois mudancas de temperatura podem fazer o
inseto migrar para areas mais favoraveis (Chapman, 1998).

As cochonilhas constituem um importante grupo de pragas estritamente fitofagas, e de
grande importancia econdémica dada a natureza da injdria provocada (ex. succdo seiva e
transmissdo de patdgenos), que consequentemente causa perdas significativas de producédo
acarretando aumento nos custos de producdo para sua prevencdo ou controle (Culik & Gullan
2005). Dentre as cochonilhas de importancia agricola, temos as cochonilhas-farinhentas
(Hemiptera: Pseudococcidae), as quais sdo pragas em plantas ornamentais, daninhas e varias
culturas de importancia econdémica, como as anonaceas, videira, mamao, café, algodao, citros,
entre outras (Pacheco da Silva et al. 2019). O controle das cochonilhas é feito predominantemente
com uso de inseticidas de amplo espectro (Nagrare et al. 2011). Contudo, a eficiéncia deste
método é reduzida devido ao fato destas viverem preferencialmente em locais protegidos na
planta e a presenca de cera pelo corpo, reduzindo assim a sua exposi¢do ao produto (Pacheco da
Silva et al. 2016). Assim, o controle biolégico com insetos predadores surge como uma
alternativa de manejo dessas pragas.

Estudos mostram que em Coccinellidae o aquecimento pode afetar o tempo e
desenvolvimento e a dindmica desses insetos com as respectivas presas, ou ainda as mesmas
podem ter o comportamento de migrar para um ambiente mais adequado, essa mudanca de
temperatura pode afetar tanto positivamente quanto negativamente dependendo da espécie

estudada (Honek et al. 2017).
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O controle biolégico é a agdo de inimigos naturais como parasitoides, predadores e
entomopatogenos na manutencao da densidade de outro organismo a um nivel mais baixo do que
aquele que normalmente ocorreria na auséncia desses (De Bach 1968). Uma das alternativas para
controle biolégico de cochonilhas é a utilizacdo de joaninhas predadoras (Coleoptera:
Coccinellidae), as quais tém sido utilizadas por muitos anos (Obrycki & Kring, 1998, Ferreira et al.
2023), devido ao fato de que tanto as larvas como os adultos de joaninhas possuem grande
voracidade na busca por comida (Hodek 1973, Barbosa et al. 2014, Begha et al. 2019, Carmo
2021).

Os coccinelideos sdo importantes predadores de pulgdes, moscas-brancas, psilideos, tripes,
acaros, cochonilhas, ovos de outros insetos, pequenas larvas e outras espécies de coccinelideos
(Ferreira et al. 2023, Gordon 1985, Majerus & Kearns 1989, Hodek & Honek 2009, Obrycki et al.
2009) a depender do habito alimentar e da cultura. A joaninha Tenuisvalvae notata (Mulsant) é
nativa da Ameérica do Sul (Dreyer et al. 1997) e tem ocorréncia natural no Brasil, Bolivia,
Coldémbia e Paraguai. Sua ocorréncia no Brasil foi citada nos estados do Amapa, Bahia, Mato
Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Rondonia, Sdo Paulo e Pernambuco (Dreyer et al. 1997, Peronti et
al. 2016). Adultos de T. notata foram coletados na regido Semiarida de Pernambuco associados as
cochonilhas Phenacoccus solenopsis Tinsley e Ferrisia dasyrilii em plantas de algodao, e a falsa
cochonilha-do-carmim Dactylopius opuntiae Cockerell em plantas de palma forrageira (Barbosa
et al. 2014, Giorgi et al. 2018, Torres & Giorgi 2018).

A joaninha Tenuisvalvae notata (Mulsant) com o0 aumento da temperatura diminui o tempo
de pupacdo, Esta espécie criada em laboratorio com amplitude de 20 e 32 °C teve o
desenvolvimento do ovo a emergéncia do adulto, respectivamente entre 69,2 + 0,58 a 28,0 + 0,40

dias (Ferreira et al. 2020).
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Adultos da espécie T. notata criados a >32 °C ndo ovipositaram, a interagdo entre
temperatura e presa afetou a taxa de oviposicdo (Ferreira et al. 2020). Quando criados em
temperaturas de 20, 22, 25, 28 ou 32°C evoluiram até a maturacdo e reproducdo (Ferreira et al.
2020). A fertilidade de T. notata foi reduzida nos dois extremos de temperatura, ja a fecundidade
foi diminuida somente em baixas temperaturas. Esses efeitos de temperaturas extremas podem
comprometer o desempenho reprodutivo e crescimento populacional da espécie (Carmo 2021).

Adultos de T. notata apresentam um periodo de pre-cépula de 5 a 10 dias apds emergir
(Dreyer et al. 1997a, Santos et al. 2017) e sdo capazes de ovipositar por 60 dias. A maior
fecundidade é observada nos primeiros 10 dias apds o coito e a maior fertilidade dos ovos nos
primeiros 20 dias, que decrescem com o passar do tempo (Tuler et al. 2018). No periodo de 60
dias, Ferreira et al. (2020), contabilizaram fecundidade média de 8 ovos a 20 °C e de 442 ovos a 28
°C.

Os aspectos fisiol6gicos e comportamentais para a termorregulacdo devem ser considerados
ao estudar as respostas dos insetos a mudanca ambiental, que certamente afetard a distribuicao
geografica, o forrageamento e a reproducdo destes insetos (Woods et al. 2015, Blanckenhorn
2018).

A diminuicdo na absorc¢do dos nutrientes pode causar redugdo na capacidade reprodutiva do
inseto, com declinio da fecundidade e fertilidade além de afetar a longevidade dos adultos (Alves
et al. 2013, Cruz et al. 2016, Cruz et al 2017).

Portanto, devido ao fato que existe um efeito negativo no desempenho reprodutivo de T.
notata ap6s aclimatacdo em temperaturas altas (>32 °C) e baixas (<20 °C), e que tanto machos
como fémeas parecem ser afetados nesse processo, esse estudo visa investigar possiveis alteracdes
fisiologicas em termos de formacéo e nutricdo das gbnadas que podem estar relacionadas com a

esterilidade de adultos aclimatados, e se estas alteragdes sdo reversiveis.
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As proteinas como vitelogenina, vitelogénica carboxipeptidase, catepsina B e lipoforina
incorporados na hemolinfa sdo precursores nos oocitos (Raikhel et al., 2002; Gillott 2005, Silva et
al. 2016).

As principais proteinas estdo ligadas a vitelogénese que serdo incorporadas no ovocito
afetando a reproducado (Cruz et al. 2017). Um exemplo importante de proteina € a lipoforina tendo
funcdo na producdo dos ovos e no transporte de hormonio juvenil (Lima-Mendonca et al. 2014).

O lipideo é importante fonte de energia e esta ligado ao processo de ovogénese. Os
acucares sdo importantes pois estdo associados a reserva de energia. Assim, quando o inseto
necessita a trealose € quebrada pela trealase para formacao dos tecidos tangentes a hemolinfa, séo
associados ao processo reprodutivo, também atuam no metabolismo dos carboidratos. Os
carboidratos por sua vez estdo relacionados ao desenvolvimento dos ovos através do processo pré-
vitelogénico, e também podem ser usados como fontes de energia quando transformados em
lipidios(Cruz et al. 2017).

Investigar se esta ocorrendo uma boa nutricdo do inseto é essencial, pois a reducdo da
nutricdo esta associada a dificuldade no processo de vitelogénese, diferenciacdo do ovariolo e
maturacao e producdo do ovo (Engelmann (1998).

Este trabalho objetiva investigar possiveis alteragdes fisiologicas que podem estar
relacionadas com a reducdo de fertilidade e fecundidade de adultos de T. notata aclimatados.
Avaliar a histologia e quantificar a proteina total, glicogénio, carboidratos totais e lipideos nos
insetos aclimatados e em condicdes de temperatura ideal, os carboidratos neutros nas gonadas

(testiculos e ovariolos) através de analises histoldgicas e histoquimicas.
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CAPITULO 2

INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA REPRODUGCAO DE INSETOS PREDADORES!
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RESUMO
Dentre os diversos fatores de estresse no meio ambiente, nenhum € propenso a influenciar o
agroecossistema quanto 4s mudancas climéticas. E de grande interesse questionar como 0s insetos
responderdo as mudancas de temperatura porque sdo de fundamental importancia para o
funcionamento dos ecossistemas, pois, sdo altamente suscetiveis a mudangas abioticas no
ambiente, com ciclos de vida que variam sazonalmente. Ha evidéncias que 0s insetos estdo
respondendo ao aquecimento de diferentes maneiras, mas, principalmente na reproducéo, pois o
tempo dos eventos do ciclo de vida — fenologia — é frequentemente dependente da temperatura e a
medida que o clima continua a aquecer devido a distarbios mediados antropogenicamente, as
mudancas na fenologia sdo inevitaveis. O controle biolégico pode ser definido como um método
para contribuir para 0 manejo de pragas, com o objetivo de fornecer um valioso servico
ecossistémico, resultando em efeitos que contribuirem para a supressdao de pragas nesses
agroecossistemas, alterando o comportamento ou consumindo as principais pragas. Nesse sentido,
com o amplo conhecimento das mudangas climaticas, o aquecimento global, relacionados com a
temperatura e seus efeitos na reproducédo, desenvolvimento e desempenho de insetos predadores

pode-se estimar a efetividade do controle de pragas agricolas no futuro.

PALAVRAS-CHAVE: Mudancas climaticas, controle bioldgico, inimigo natural, predacao.
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INFLUENCE OF TEMPERATURE ON REPRODUCTION OF PREDATORS INSECTS

ABSTRACT — Among the various stressors in the environment, none is likely to influence the
agroecosystem in terms of climate change. It is of great interest to question how insects will
respond to contemporary temperature changes because they are of fundamental importance for the
functioning of ecosystems, since they are highly susceptible to abiotic changes in the
environment, with life cycles that vary seasonally, such as annual species that hibernate like eggs
or pupae and larval or adult stages that are active in spring and summer. There is evidence that
insects are responding to warming in different ways, but mainly in reproduction, as the timing of
life cycle events — phenology — is often heavily dependent on temperature and as the climate
continues to warm due to mediated disturbances. anthropogenically, changes in phenology are
inevitable. Biological control can be defined as a method to contribute to pest management, with
the aim of providing a valuable ecosystem service, well ahead of other measures, thus we can
highlight predatory insects that are characterized by consuming the same or different types of prey
or life stages of the pest, resulting in effects that contribute to the suppression of pests in these
agroecosystems, changing behavior or consuming the main pests. In this sense, with the extensive
knowledge of climate change, global warming, related to temperature and its effects on the
reproduction, development and performance of predatory insects, it is possible to estimate the

effectiveness of controlling agricultural pests in the future.

KEY WORDS: Climate changes, biological control, natural enemy, predation
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Introducéo

Dentre os diversos fatores de estresse no meio ambiente, nenhum é tdo geograficamente
difundido ou tdo propenso a interagir com todos os outros fatores quanto as mudancas climaticas
(Pecl et al. 2017, Halsch et al. 2021). Segundo Field et al. (2014), h4 um consenso geral entre 0s
cientistas de que o clima global estda mudando em um ritmo sem precedentes, com muitas regides
experimentando tendéncias de aquecimento, temperaturas extremas frequentes e mudancas nos
padrdes de precipitacdo. Um aumento de 0,61°C na temperatura média global registrada desde o
inicio do século XX (ou seja, comparando os anos de 1850-1900 e 1986-2005, 5-95% IC é 0,55—
0,67°C) e o aquecimento previsto de 2° a 6°C até 2100 cresceu drasticamente a necessidade de
compreender os impactos do efeito estufa (Easterling et al. 2000, Cristensen et al. 2007,
Pureswaran et al. 2018). Nesse sentido, é de particular interesse questionar como 0s insetos
responderdo as mudancas climaticas contemporaneas porque sdo a linhagem mais diversa de
organismos multicelulares do planeta e sdo de fundamental importancia para o funcionamento dos
ecossistemas de agua doce e terrestre (Halsch et al. 2021).

Dentro do controle bioldgico que pode ser definido como um método para combater insetos,
manejo de plantas daninhas e doengas buscando sempre contribuir para 0 manejo de pragas,
apoiando as populacbes e introducdes de inimigos naturais promovendo sua eficacia como
predadores, parasitoides ou patdgenos e tem sido usado ha seculos com o objetivo de fornecer um
valioso servico ecossistémico, além de contribuir para 0 manejo de pragas agricolas bem a frente
de outras medidas, incluindo pesticidas (Begg et al. 2017, Barratt et al. 2018, Bubici et al. 2019),
podemos destacar 0s insetos predadores que sdo caracterizados por consumir 0S mesmos ou
diferentes tipos de presas ou estagios de vida da praga, resultando em efeitos sinérgicos, aditivos e
ndo aditivos na supressdo de pragas de insetos (Letourneau et al. 2009), além de contribuirem para

a supressdo de pragas em agroecossistemas, alterando o comportamento ou consumindo as
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principais pragas de artropodes (Symondson et al. 2002, Kheirodin et al. 2020). Nesse sentido,
com o amplo conhecimento das mudancas climaticas, o aquecimento global, relacionados com a
temperatura e seus efeitos na reproducdo, desenvolvimento e crescimento de insetos predadores
pode-se estimar a efetividade do controle de pragas agricolas no futuro.

Temperatura e insetos predadores

A temperatura estd entre os mais importantes fatores que regulam o desenvolvimento e a
reproducdo dos insetos (Ju et al. 2011), sendo organismos pecilotérmicos, o desenvolvimento,
reproducdo e o potencial predatorio dos insetos é afetado em grande parte por variacdes de
temperatura no ambiente. Os insetos funcionam melhor apenas em uma determinada faixa de
temperatura (Rana 2006, Iftikhar et al. 2018). Nesse sentido o aprendizado sobre o efeito de tal
fator é essencial para melhorar os metodos de criacdo, prever o estabelecimento de campo e
atividade de espécies insetos predadores que sdo etapas centrais em programas de controle
bioldgico (Ferreira et al. 2020). Limites de temperatura superior e inferior para o desenvolvimento
de insetos e a constante térmica (K) para completar o desenvolvimento, medida em graus-dia, pode
ser util para prever o crescimento populacional e distribuicdo de insetos (Messenger 1959). Por
exemplo, a liberacdo de insetos predadores para controle biolégico de pragas agricolas é
implementada com sucesso para manejo de pragas em estufas (Vreysen et al. 2007).

Esses insetos normalmente reproduzem-se em instalacbes internas sob temperaturas
constantes relativamente altas (20-25°C), mas em condi¢des de campo encontram temperaturas
variaveis e as vezes condicOes estressantes, incluindo temperaturas mais baixas, que podem
influenciar diretamente na sua reproducdo e desenvolvimento (Ghazy et al. 2016). Melhorar a
eficiéncia de predadores para controle biologico em campos agricolas ao ar livre pode dependem

de uma melhor preparacdo para as condi¢des de campo (Terblanche 2014). Especificamente, seria
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vantajoso melhorar insetos predadores para que tenham melhor desempenho sem sofrerem maiores
influéncia provindas da temperatura (Jensen et al. 2017)

Adequar a sobrevivéncia as mudancas de temperatura € particularmente dificil para insetos,
pois, como ja dito, dependem da temperatura ambiente para regular suas funcdes fisioldgicas
relacionadas com o desenvolvimento e reproducdo e tém apenas uma limitada capacidade de
regular sua préopria temperatura corporal (Colinet et al. 2015). Assim, espera-se que em resposta ao
atual aquecimento global, insetos predadores em diferentes ecossistemas estejam mudando sua
capacidade de desenvolvimento e reproducdo e experimentando mais declinios severos no tamanho
da populacdo (Sanchez-Guillén et al. 2016; Gonzélez-Tokman et al. 2020), pois, 0 aumento da
temperatura tende a acelerar o consumo, o desenvolvimento e a reproducdo de insetos, o que pode
afetar a dindmica populacional influenciando a fecundidade, a sobrevivéncia, o tempo de geracao,
o tamanho da populagéo e a distribuicdo geografica (Bale et al. 2002; Skendzi¢ et al. 2021).

A influéncia da temperatura nas principais familias de insetos predadores
Familia Anthocoridae

Em trabalhos com exemplares de insetos predadores da familia Anthocoridade os
pesquisadores Helgadottir et al. (2017), avaliaram os efeitos negativos de baixas temperaturas de
desenvolvimento na predacédo de pulgdes por Orius majusculus Reuter (Heteroptera: Anthocoridae)
e viram que nenhuma eficiéncia de biocontrole aprimorada ou beneficios de producdo foram
obtidos com o tratamento de baixa temperatura de O. majusculus, nem como tratamento de
desenvolvimento completo nem como tratamento de curto prazo, ou seja, a reproducao,
desenvolvimento e taxa de predacdo foi maior para insetos que se desenvolveram em altas
temperaturas, indicando que o aumento do fator temperatura tem grande influéncia no desempenho
dessa espécie de predador. Em outra pesquisa Musolin et al. 2004 estudaram o controle

fotoperiodico e de temperatura da inducdo da diapausa reprodutiva no percevejo predador Orius
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strigicollis Poppius (Heteroptera: Anthocoridae) e suas implicacGes para o controle bioldgico e
perceberam que se estima que O. strigicollis produza quatro ou cinco geragdes na regido central do
Japéo.

Em outro exemplo da familia Anthocoridae, temos o percevejo predador Anthocoris minki
pistaciae Wagner (Hemiptera: Anthocoridae), onde Sarnevesht et al. 2018 testaram a taxa de
predacdo, desenvolvimento e reproducdo em diferentes temperaturas (17, 26 e 30°C) e seus
resultados obtidos mostraram que a maior taxa liquida de predacédo e a taxa de transformacdo da
populacdo de presas em descendentes de predadores ocorreram a 30°C, indicando a temperatura
tem influéncia no desempenho desses insetos. Em trabalho similar Bahsi & Tunc (2008), testaram
0 desenvolvimento, sobrevivéncia e reproducdo de Orius niger Wolff (Hemiptera: Anthocoridae)
sob diferentes fotoperiodos e regimes de temperatura (22, 26 e 30°C) e os resultados sugeriram que
O. niger seria capaz de sobreviver e se reproduzir em diferentes temperaturas, apenas diminuindo e
aumentando o tempo de desenvolvimento e reproducao de acordo com as mesmas.

Familia Coccinellidae

Em trabalhos com exemplares de insetos predadores da familia Coccinellidae o0s
pesquisadores Ferreira et al. 2020 avaliaram a influéncia da temperatura e da presa no desempenho
do predador de cochonilha Tenuisvalvae notata Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae) os resultados
mostraram que as espécies de presas ndo afetaram limiares de temperatura mais baixos ou
constantes térmicas para o desenvolvimento de ovo a adulto. Além disso, a presa ndo afetou uma
série de caracteristicas reprodutivas, mas a interacdo entre temperatura e presa afetou mudancas
nos tempos de desenvolvimento e na taxa de oviposicdo com a idade, ou seja, esses achados
indicam que T. notata estd bem adaptada as temperaturas tropicais e subtropicais e pode ser (util
para o controle bioldgico de algumas cochonilhas nativas e ndo nativas, ou seja, a temperatura

influencia na reproducéo desta espécie. Em outra pesquisa Wang et al. (2013) estudaram o efeito
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da temperatura e do fotoperiodo no desenvolvimento, reproducéo e predacao da joaninha predadora
Cheilomenes sexmaculata Fabricius (Coleoptera: Coccinellidae), onde os resultados mostraram que
a duracdo do desenvolvimento pré-adulto diminuiu significativamente com o aumento da
temperatura. A taxa de emergéncia de adultos foi maior a 35°C. Temperaturas mais altas
encurtaram a duracdo da coOpula e pré-oviposicdo, prolongaram a duracdo da oviposicdo e
aumentaram o nivel de fecundidade. A emergéncia foi maior a 30°C. Por outro lado, a menor
duracdo de copula e oviposicdo e o menor nivel de fecundidade e emergéncia, ou seja, 0S
resultados revelam as altas sensibilidades térmicas de C. sexmaculata, o que destaca a importancia
da regulacdo ambiental na criacdo massal desse inimigo natural para aplicacdo como controle
bioldgico em agroecossistemas.

Em outro exemplo da familia Coccinellidae temos o Menochilus sexmaculatus Fabricius
(Coleoptera: Coccinellidae), onde Iftikhar et al. 2018 testaram o efeito da temperatura (24, 27 e
32°C) na demografia e taxa de predacdo desse inseto predador criado em Phenacoccus solenopsis
Tinsley (Hemiptera: Pseudococcidae) e relaram que a reproducdo e desenvolvimento foram de
acordo com a temperatura, ou seja, em temperaturas mais baixas, menor reproducdo e nas mais
altas, maior reprodugdo. Em pesquisa similar Mandour et al. 2011, testaram o efeito de diferentes
regimes de temperatura na biologia, reproducdo e predacdo de Hippodamia variegata Goeze
(Coleoptera: Coccinellidae) e os resultados mostraram que a temperatura teve um efeito
significativo no desenvolvimento de H. variegata, com periodo de desenvolvimento total (ovo-
adulto) foi mais curto (12,10 dias) a 30°C e mais longo (66,70 dias) a 15°C, ou seja, a temperatura
tem total influéncia sobre a reproducdo, desenvolvimento e sobrevivéncia dessa espécie de inseto

predador.
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Familia Pentatomidae

Em trabalhnos com exemplares de insetos predadores da familia Pentatomidae o0s
pesquisadores Wang et al. 2022 avaliaram o desempenho do crescimento populacional de Arma
custos Faricius (Hemiptera: Pentatomidae) em diferentes temperaturas (18, 22, 26, 30 e 34°C) e 0s
resultados apontam que A. custos pode completar seu ciclo de vida em 18°C-30°C e a duracdo do
desenvolvimento e reproducdo encurtados com o aumento da temperatura, onde a fecundidade de
uma Unica fémea e a taxa bruta de reproducdo foram as mais altas a 30°C, ou seja, a temperatura
influéncia na reproducdo desse inseto predador e essa pesquisa pode fornecer uma base tedrica
cientifica para a reproducéo artificial interna, soltura externa e colonizacdo dessa espécie. Em outra
pesquisa Santos et al. (2018) estudaram os efeitos da temperatura (13, 17, 21, 25, 29 e 33°C) no
desenvolvimento de Podisus nigrispinus Dallas (Heteroptera: Pentatomidae): implicacdes para a
criacdo massal e chegaram no resultado de que o numero de ovos, peso, tamanho, reproducdo e
desenvolvimento foram afetados negativamente por esta temperatura mais baixa. As temperaturas
de 21 e 25°C foram as mais adequadas para o desenvolvimento e reproducdo do predador, no
entanto, as temperaturas de 17 e 29°C permitiram retardar ou acelerar o ciclo de vida.

Em outro exemplo da familia Pentatomidae temos o Eocanthecona furcellata Wolff
(Heteroptera: Pentatomidae), onde Peng et al. 2022 estudaram a influéncia da temperatura no
desenvolvimento, reproducdo e predacdo do percevejo predador, onde os resultados mostraram que
0 aumento na taxa de desenvolvimento de E. furcellata variou entre a temperatura de 20 a 35°C, ou
seja, a duracao da pre-oviposicédo, o periodo de oviposicdo e a longevidade do adulto diminuiram
significativamente e as temperaturas aumentaram, com isso esse estudo mostrou que a temperatura
teve um grande efeito no desenvolvimento, longevidade, fecundidade, parametros da tabela de vida
e predacdo, sendo 29°C a temperatura adequada para o crescimento populacional dessa espécie de

percevejo predador.
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Concluséo

Diante do exposto podemos afirmar que o controle bioldgico utilizando as mais diversas
especies de percevejos predadores é eficiente para o controle de diferentes pragas agricolas. Para
garantir o sucesso do uso desse método é importante que se conheca suas particularidades, ou seja,
quais fatores sdo capazes de influenciar no desempenho e na reproducdo desses inimigos naturais,
especialmente a temperatura, pois, a mesma em sua faixa limite (superior e inferior) afeta de
maneira direta a dinamica populacional desses insetos, conhecer, entender e adequar a manipulacéo
desses agentes a esses limite € primordial de modo a contribuir para que este consiga se estabelecer

e contribuir para reducéo de danos nos cultivos agricolas.
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RESUMO

A joaninha Tenuisvalvae notata (Mulsant) € um inseto predador de cochonilhas, com faixa de
temperatura Otima para desenvolvimento variando de 20-28°C. Nossa hipOtese é que as
populacdes de T. notata encontradas em areas com temperaturas amenas apresentam adaptacéo
fisioldgica para sustentar a sobrevivéncia e reproducdo em tais locais. Este estudo teve como
objetivo investigar os efeitos da temperatura na reproducdo quanto a quantificacdo de proteinas
totais, lipidios, acucares, glicogénio e analises histologicas e histoquimicas. Os insetos utilizados
nas analises eram da geracdo F2 e foram criados em diferentes temperaturas: 28°C (controle),
18°C e 32°C. Machos aclimatados a 18°C foram divididos em trés faixas etarias: 5-10 dias, 15 dias
e 30 dias. Amostras (n=10), cada uma com 10 joaninhas, foram centrifugadas e separadas para
realizar a quantificacdo de Proteina, Lipidio, Ac¢ucar Total e Glicogénio.. Ndo houve diferencas
significativas no perfil bioguimico dos tratamentos 18°C e 32°C quanto a reducdo na quantidade
de proteinas (fémeas) e glicogénio em relagdo ao controle (28°C). A analise histologica dos
testiculos masculinos mostrou um aumento no ndmero de cistos e espagos vazios sem
espermatozoides no tratamento de 18 °C. Houve reducdo na quantidade de vitelo nos ovariolos.
As analises histoquimicas mostraram reducao na quantidade de carboidratos neutros nos ovariolos
de fémeas criadas a 18°C. Mostrou-se evidente como a maturacdo do sexo masculino devido a
variacao de temperatura e nutricdo das gbnadas desempenha um papel fundamental na reproducao
de T. notata. Sendo o tratamento de 32 °C o melhor para reproducdo, e 18 °C reduzindo

significativamente a fecundidade e fertilidade.

PALAVRAS-CHAVE: Coccinellidae, controle biologico, aclimatacéo, reproducao, histoquimica.
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ABSTRACT
The lady beetle Tenuisvalvae notata (Mulsant) is a predatory insect of mealybugs, with an optimal
temperature range for development varying from 20-28°C. It can be acclimated to temperatures
outside their optimal range, but they do not reproduce satisfactorily or totally. This study aimed to
investigate the effects of temperature on the reproduction of T. notata regarding quantification of
total proteins, lipids, sugar, glycogen, and the histological and histochemical analyses of gonads.
Insects used in the analyses were in the F2 generation and were reared at different temperatures:
28°C (control), 18°C and 32°C. Males acclimated at 18°C were divided in three different age
groups: 5-10 days-old, 15 days-old, and 30 days-old. Samples (n=10), each with 10 lady beetles,
were centrifuged and separated. Gonads were dissected, dehydrated and embedded in historesin.
The blocks were sectioned, stained and photos were captured with a photomicroscope. In addition,
females insects acclimated and mated in the laboratory were placed in semi-field conditions to
measure their reproduction (fecundity and fertility) under natural environmental conditions. No
there were significant differences in the biochemical profile of T. notata acclimated (18°C and
32°C) regarding a reduction in amount of lipids and total sugar in comparison to the control
(28°C). Histological analysis of male testicles showed an increase in the number of cists and
empty spaces with no spermatozoa. Meanwhile, there was a reduction in the amount of yolk in
female ovarioles. In addition, histochemical analyses showed a reduction in the amount of neutral
carbohydrates in ovarioles of females reared at 18°C. On the other hand, the amount of total
proteins was not significantly affected in gonads. It is now evident how male sex maturation due
to temperature variation and gonad nutrition play a key role in the reproduction of T. notata. We
hypothesize that populations of T. notata found in areas with mild temperatures show

physiological adaptation to sustain survival and reproduction in such places.
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Introducéo

Tenuisvalvae notata (Mulsant) (Coleoptera: Coccinellidae), € uma espécie de joaninha
importante no controle de cochonilhas-farinhentas (Hemiptera: Pseudococcidae) (Barbosa et al.
2014). Esta espécie teve a fecundidade média de 8 ovos a 20 °C e de 442 ovos a 28 °C. Por outro
lado, criadas em temperaturas abaixo de 18 °C e acima de 34 °C houve uma alteracdo de
fecundidade e fertilidade. Adultos criados a >32 °C ndo ovipositaram, ¢ em temperaturas baixas
houve uma reducdo da fecundidade. A fertilidade foi reduzida nos dois extremos. Esses efeitos de
temperaturas altas ou baixas podem comprometer o desempenho reprodutivo de T. notata, pois
podem causar alteracBes fisioldgicas na formacdo das gbnadas dessa espécie (Carmo 2021,
Ferreira et al. 2020).

Nesse contexto, 0s insetos apresentam respostas variadas a aclimatacdo, das quais podem
ser através de alteracfes nas proteinas e lipidios da membrana (Farkas et al. 1994, Watabe et al.
1998, Bowler 2005) na locomogéo e taxa metabolica (O’Steen & Bennett 2003, Lachenicht et al.
2010).

Estudos que quantifiquem possiveis alteragcbes nutricionais das gonadas devido a
temperaturas extremas sdo importantes, pois visam elucidar alteragdes reprodutivas, tanto que em
diversos meios cientificos se faz relevante e se volta a atengéo para isso, como por exemplo:
biologia (Da Silva et al. 2011), zoneamento ecoldgico (Afonso et al. 2009), relacdo inseto-pragas
(Salvador et al. 2012), oviposi¢do (Moscardi et al. 1981)... Em especial da T. notata, uma vez que
pouco se sabe sobre os efeitos da aclimatagdo nessa espécie.

A diminuigcdo da temperatura pode causar diminuicdo de predacdo, consequentemente
reducdo da absorcdo dos nutrientes, assim causando reducdo na capacidade reprodutiva,

fecundidade e fertilidade (Alves et al. 2013). A reducéo da ingestdo de alimentos e nutricdo do
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inseto causa dificuldade no processo de vitelogénese, diferenciacdo do ovariolo e maturacdo e
producdo do ovo (Engelmann 1998). O estudo de proteinas, como a vitelogenina, é importante
pois esta associado a formacao do odcitos (Silva et al. 2016).

Os aspectos fisiologicos relacionados a temperatura devem ser estudados, para conhecer as
respostas dos insetos a mudanca climatica, pois essa afeta a distribuicdo geografica, o
forrageamento e a reproducéo (Woods et al. 2015, Blanckenhorn 2018).

Este trabalho objetivou investigar alteracdes fisiologicas e bioguimicas que podem estar
relacionadas com a reducdo de fertilidade e fecundidade de adultos de T. notata aclimatados.
Avaliar a histologia e quantificar a proteina total, glicogénio, carboidratos totais e lipideos nos
insetos aclimatados e em condicdes de temperatura ideal, os carboidratos neutros nas génadas

(testiculos e ovariolos) através de analises histoldgicas e histoquimicas.

Material e Métodos

Insetos. Os insetos (presa e predador) foram retirados da populacdo estabelecida no Laboratério
de Comportamento de Insetos do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). A presa cochonilha Ferrisia dasylirii (Cockrell) foi coletada em
algodoeiros na area experimental da UFRPE, Recife, Pernambuco, Brasil (8.017070°S,
34.944362°W) e o inseto predador T. notata foi coletado também em plantio comercial de
algodoeiro em Surubim, Pernambuco, Brasil, (7.833056°S, 35.754722°W). Cada populacao
contando com 11-12 geracgdes por ano em laboratorio.

Criacdo da presa. A coldnia da cochonilha F. dasylirii foi criada sobre abdboras Cucurbita
moschata (Duch.) var. “Jacarezinho” (Cucurbitaceae), adquiridas uma vez a cada 30 dias no
Centro de Abastecimento Alimentar — Ceasa, de Recife-PE, Brasil. Depois de lavadas e secas, as

aboboras séo infestadas com cochonilhas fecundadas da colénia estoque do Laboratorio de
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Comportamento, seguindo metodologia descrita por Sanches & Carvalho (2010). A colénia foi
mantida em sala climatizada sob condic¢Ges controladas de temperatura 25 + 2°C, umidade relativa
de 60 + 10% e fotoperiodo 12:12h (Luz: Escuro).

Criacdo da T. notata. Inicialmente os insetos que foram usados como parentais estavam sob as
mesmas condi¢bes da criacdo das cochonilhas, inseridas em caixa de acrilico de 40x25x20cm
(comprimento x altura x largura) contendo aberturas circulares nas laterais. A caixa era forrada
internamente com papel toalha e foram ofertadas duas abdboras infestadas com a cochonilha F.
dasyrilii servindo como presa para as joaninhas, as mesmas foram repostas quando necessario. Os
insetos permaneceram nessas caixas com as presas até o momento onde foram retirados para
iniciar as geracdes de aclimatacdo como descrito a seguir.

Aclimatacdo. Para aclimatacdo dos adultos as temperaturas de 18°C, 32°C e 28°C (baixa, alta e
controle), inicialmente, individuos adultos de T. notata foram retirados da caixa de criacdo e
separados em 3 grupos. Cada grupo foi formado por n=20 casais e cada casal foi colocado em
placas de Petri (3,5 cm de didmetro), juntamente com um pedaco de papel toalha de 0,5 cm2 como
substrato para oviposigéo, e ninfas das cochonilhas F. dasylirii, ofertadas em abundancia como
alimento. Os grupos foram levados para trés cAmaras germinadoras climaticas do tipo B.O.D.
(Demanda Bioquimica de Oxigénio): i) os individuos submetidos ao aumento gradual da
temperatura até 32°C; ii) os individuos submetidos a reducdo gradual de temperatura 18°C; iii) 0s
individuos mantidos a temperatura de criacdo 28°C sendo o grupo controle. A aclimatacdo dos
insetos deu-se pela metodologia de Carmo (2021), em escala de 1°C por dia, até atingir a
temperatura minima de 18°C e maxima de 32°C de acordo com o tratamento. Os adultos obtidos a
partir desse processo foram utilizados como parentais. Apds atingirem a segunda geracgéo (F2) de

insetos adultos nessas condices, eles foram utilizados nos bioensaios a seguir.
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Ensaios Bioquimicos. A extracdo e quantificacdo das proteinas totais, lipidios, acUcar total e
Glicogénio foi pos atingir a maturidade sexual de 5-10 dias da emergéncia das joaninhas nas
respectivas temperaturas como previamente descrito. Cada amostra contou com 10 joaninhas e
para cada tratamento foram 10 amostras, totalizando 100 joaninhas/tratamento/sexo. O preparo
das amostras se deu com as joaninhas imobilizadas a uma temperatura de 4°C e maceradas em
tampéo fosfato de sédio (pH 7,4 e 0,1 M), na proporcdo de dez joaninhas/ 0,5 mL de tampdo. Para
cada grupo de macerado foi retirado com um pipetador 0,5 mL da mistura (joaninhas + tampéao) e
foi armazenado em um microtubulo devidamente etiquetado. Todo procedimento foi efetuado em
baixa temperatura para evitar a oxidacdo das amostras, obtendo-se assim as amostras de cada
tratamento. Apds esta etapa ocorre o preparo das amostras, para isso cada grupo de amostras é
centrifugada por 3 minutos a 3000 rpm. Apos a centrifugacao é separado 100 pL de cada amostra
para andlise das proteinas sollveis totais e 200 pL para as analises de lipideos, acucar total e
glicogénio.

Extracdo e Quantificacdo das Proteinas SollUveis Totais. As proteinas sollveis totais foram
determinadas a partir do método de Bradford (1976). Os 100 pL de cada amostra de macerado
foram transferidos para tubos de vidro de centrifugacdo, adicionando o corante Bradford até
alcangar o volume de 5 mL. As amostras foram homogeneizadas em agitador tipo vortex e em
seguida permaneceram em repouso por 2 minutos. Posteriormente, foi verificado a absorvancia
em espectrofotdbmetro UV visivel/190-1000 nm Biospectro SP-220 em comprimento de onda de
595 nm. Cada amostra foi realizada em duplicata. A unidade de leitura utilizada foi pg/mL. Os
resultados foram submetidos 8 ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade utilizando 0 ProcGLM do SAS (SAS 2001).

Extracdo e Quantificacdo de Lipidio, Acucar Total e Glicogénio. Foi avaliado utilizando o

método de Van Handel (1985a, b), onde 200 pL do macerado homogeneizado foi acrescido de
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200 pL de sulfato de sddio e 800 pL de cloroférmio e metanol (1:1), e centrifugado a 3000 rpm
durante 3 min. O precipitado foi utilizado para a analise de glicogénio, e o sobrenadante foi
transferido para um microtabulo onde foi acrescentado 600 pL de agua destilada e centrifugado a
3000 rpm durante 3 min. O precipitado foi utilizado para a analise de lipidios e o sobrenadante
para andlise de acUcar total. O lipidio foi tratado com reagente acido fosférico/vanilina enquanto
que o acucar total e o glicogénio, tratados com reagente acido sulfurico/antrona. Posteriormente,
verificou-se a absorvancia em espectrofotdmetro UV visivel/190-1000 nm Biospectro SP-220 em
comprimento de onda de 625 nm. A unidade de leitura utilizada foi pug/mL. Os resultados foram
submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade utilizando o ProcGLM do SAS (SAS 2001), caso o dado ndo atendesse 0s requisitos
de normalidade e homogeneidade foram comparadas pelo teste Kruskal Wallis ao nivel de 5% de
probabilidade .

Analise Histoldgica das gbnadas. As joaninhas aclimatadas (18°C e 34°C) e o grupo controle
(28°C) foram imobilizadas e dissecadas em formol tamponado sob estereomicroscépio para
retirada das génadas. Estes foram fixadas em formol tamponado a 10% por 24h e conservadas em
alcool 70%. Em seguida desidratados em banhos crescentes de alcool etilico (70, 80, 95 e 100%),
por 15 minutos cada, embebidos em alcool+historesina (1:1) por 24h e finalmente incluido em
historesina Leica® por 24h. Seccdes de cortes de 5 pm de espessura foram obtidos em micrétomo
Leica© RM 2035. Para os estudos histologicos os cortes foram submetidos a técnica de coloragéo
pelo Azul de Toluidina. As laminas foram examinadas em microscopio de luz OLYMPUS BX-49
e fotografadas em fotomicroscopio Leica© DM 500. As imagens da andlise histoldgica foram
digitalizadas pelo software LAS Leica Image.

Histoquimica das gbnadas. As joaninhas aclimatadas ou ndo (grupo controle) foram

imobilizadas e dissecadas em tampao fosfato-salino (pH 7,4 e 0,2 M) sob estereomicroscopio e
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foram retiradas as gbnadas, e submetidas ao mesmo procedimento de inclusdo e obtencdo de
cortes para a analise histologica. Para as analises histoquimicas foram utilizados o Acido
Periodico de Schiff (P.A.S.) para deteccdo de polissacarideos neutros (Junqueira & Junqueira
1983) e Xylidine Ponceau para deteccdo de proteinas totais (Pearse 1960). As laminas foram
examinadas em microscépio de luz OLYMPUS BX-49 e fotografadas em fotomicroscopio
Leica© DM 500. As imagens foram digitalizadas pelo software LAS Leica Image.

Quantificacdo Média de Polissacarideos Neutros e Proteinas Totais. Com o auxilio do
programa de editor de imagens GIMP 2.8 (GNU Image Manipulation Program, UNIX platforms)
foram convertidas as imagens digitais de histoquimica para uma escala de cinza, permitindo assim
a mensuracao dos valores de pixels referentes a marcacédo selecionada no tecido (Solomon 2009).
Para cada andlise histoquimica foi utilizado trés laminas de individuos diferentes, sendo
mensurados quatro campos de cada lamina, totalizando 12 campos por grupo. Os resultados dos
teores de glicogénio e proteina foram submetidos a testes de homogeneidade e normalidade para
posterior realizacdo de Anova e Tukey a 5% através do programa SAS (SAS Institute 2001).
Avaliacdo da reversibilidade da reproducdo ap6s aclimatacdo. Este teste teve o objetivo de
avaliar se a fecundidade e fertilidade dos adultos de T. notata poderiam ser restabelecidas apds
aclimatacdo e exposicdo as condicGes de temperatura ambiente proximas a faixa 6tima de
desenvolvimento. Sob condi¢cfes controladas de temperatura (28 °C, 32%C e 18 °C), umidade
relativa de 60 + 10% e fotoperiodo 12:12h (Luz: Escuro). Dessa forma, apds atingirem F2 em
B.O.D. Foram formados casais (n=30) em placas de Petri (5-10 dias de idade) nos tratamentos de
28°C e 32°C. Além desses, foram formados casais provenientes de 18°C com diferentes faixas
etarias: i) 5-10 dias de idade fémeas e machos (n=30); ii) 5 dias de idade da fémea e 15 dias de
idade do macho (n=10); e iii) 5 dias de idade da fémea e 30 dias de idade do macho (n=30). Os

tratamentos com diferentes idades dos machos provenientes de 18°C foram formados devido a
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visualizacdo das gonadas masculinas de machos com 5-10 dias, mostrando 0s cistos e
espermatozoides imaturos, o que poderia refletir no restabelecimento da reproducdo em condicbes
de semi-campo. Foram feitas trinta (n=30) repeti¢bes de cada tratamento. As cOpulas ocorreram
nos primeiros minutos ainda na bancada em laboratério em placas de Petri. Em seguida, os casais
foram levados dentro de Placas de Petri para a B.O.D. com a respectiva temperatura do tratamento
e permaneceram la por 24h. Apds esse periodo, as fémeas foram separadas dos machos e levadas
para condicOes de temperatura ambiente em um telado na area experimental da UFRPE. Para tal,
plantas de algoddo foram previamente produzidas em vasos de 5L. Quando atingiram 30 dias de
idade, com 5-6 folhas desenvolvidas, foram infestadas com ninfas de terceiro instar da cochonilha
F. dasylirii na folha superior mais expandida. Apds infestacdo, as folhas foram inseridas em
gaiolas de organza de 10x15cm, as quais receberam as fémeas previamente acasaladas de T.
notata vindas do laboratério ap6s aclimatacdo. Nesse estudo foi quantificado a fecundidade
(nimero de ovos) destas fémeas e a viabilidade dos ovos (fertilidade) por um periodo de 20 dias,
sendo cada avaliacdo em intervalos de 5 dias. No momento da avaliacéo, a folha de algodéo e a
gaiola juntamente com as joaninhas eram retiradas da planta e levadas para o laboratério, e com o
auxilio de um estereoscopico (Leica EZ4 W com oculares de 10X) os ovos e larvas eram
visualizados e contabilizados. Quando necessario ninfas de cochonilhas eram repostas nas gaiolas
em abundéncia como alimento para as fémeas de joaninhas, e as larvas de joaninhas que
emergiram eram retiradas das gaiolas para evitar o canibalismo sobre ovos. Para registrar a
temperatura e umidade relativa dentro do telado foi utilizado um termo-higrometro Data Logger
Hobo U-12, apoiado sobre um banco de madeira, posicionado no centro do telado a
aproximadamente 50 cm do solo, posicdo equivalente aquela das joaninhas nas plantas de
algoddo. Os dados foram coletados entre os dias 13/03/2023 e 29/05/2023 com a temperatura

média de 30,9°C nesse intervalo de tempo, tendo como maxima e minima, 52,02°C e 22,2°C,
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respectivamente. A UR% média foi 73,5%, tendo como maxima e minima, 100% e 24,5%,
respectivamente. Os dados foram submetidos a analise de variancia, e médias separadas pelo teste

de Tukey HSD com 5% de probabilidade, utilizando o software SAS (SAS Institute 2001).

Resultados
Ensaios Bioquimicos: Extracdo e Quantificacdo das Proteinas Solaveis Totais.

As analises bioguimicas para deteccdo de proteinas revelaram que nas fémeas (Fig. 1 A)
ndo houve diferenca significativa em relacdo ao controle (F = 0,90; P = 0,4186). As médias £EP
foram 79,05+14,19; 70,26+12,67 e 77,67+18,74 para os tratamentos de 28 °C, 32 °C e 18 °C
respectivamente. Nos machos (Fig. 1 B), ap0s a transformacédo arcoseno dos dados, revelou que
houve diferenca significativa dos tratamentos (F = 6,61; P = 0,0046), tendo aumento para o
tratamento de 32°C e reducdo para 18°C em comparacdo ao controle. As médias foram
66,56+10,56; 82,88+14,39 e 56,18+22,45 para 0s tratamentos de 28 °C, 32 °C e 18 °C
respectivamente. Médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

Ensaios Bioquimicos: Extracdo e Quantificacdo de Lipidio, Acucar Total e Glicogénio.

As analises bioquimicas para detec¢do de Lipideos revelaram que nas fémeas (Fig. 2 A)
houve diferenca significativa em relacdo ao controle (2 = 18,8005; P < 0,0001). As médias foram
66,90+26,14; 26,90+4,62 e 28,50+6,07 para os tratamentos de 28 °C, 32 °C e 18 °C
respectivamente. Nos machos (Fig. 2 B) revelou que houve diferenca significativa dos
tratamentos ao controle (x> = 17,9901; P < 0,0001), tendo reducéo para os tratamento de 32°C e
18°C. As médias £EP foram 51,10+10,98; 29,40+5,23 e 26,80+2,29 para os tratamentos de 28 °C,
32 °C e 18 °C respectivamente. Medias comparadas pelo teste de Kruskal Wallis ao nivel de 5%.

Para deteccédo de glicogénio (Fig. 2 C, D), as analises revelaram que ndo houve diferenca

significativa comparados ao controle, nas fémeas (F = 1,16; P = 0,3300). As médias £EP foram
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91,60+33,69; 71,24+36,89 e 81,34+18,84 para os tratamentos de 28 °C, 32 °C e 18 °C
respectivamente. Igualmente ndo houve diferenca para os machos comparados ao controle (F =
0,35; P =0,7044). As médias foram 69,93+18,55; 89,12+24,11 e 84,93+22,43 para 0s tratamentos
de 28 °C, 32 °C e 18 °C respectivamente

Quando foram realizadas as analises bioquimicas para deteccdo de AcuUcar total, as médias
revelaram que nas fémeas (Fig. 2 E) houve diferenca significativa sendo os tratamentos 32 °C e 28
°C superiores ao tratamento de 18 °C (F = 4,22; P = 0,0254). As médias +EP foram
150,81+47,40; 174,62+29,47 e 126,72+31,00 para os tratamentos de 28 °C, 32 °C e 18 °C
respectivamente. Nos machos (Fig. 2 F) também houve diferenca significativa dos tratamentos
com o controle (F = 6,60; P = 0,0047), tendo reducdo para o tratamento de 32°C em relacdo ao
tratamento de 28 °C e 18°C. As médias +EP apds transformacdo, raiz quadrada, foram
113,56+36,15; 190,36+68,62 e 142,44+28,74 para os tratamentos de 28 °C, 32 °C e 18 °C
respectivamente. Médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

Anélise Histoldgica das gbnadas.

Os cortes de ovariolos corados por Azul de Toluidina revelaram que todos sdo revestidos
com bainha de tecido conjuntivo, além de apresentarem vesicula germinativa (Fig. 3), 0s odcitos
estdo se desenvolvendo e ¢ circundado por celulas foliculares, apresentam regido vitelaria bem
desenvolvida. O tratamento de 18°C mostrou reducdo de vitelo, assim tendo o ovariolo
morfologicamente diferente do controle.

O testiculo dos adultos € revestido por um tecido conjuntivo, observada a presenca de
muitos espermatozoides formados no controle (Fig. 4A), nos grupos submetido a 18°C e 32°C
(Fig. 4B, C) pode-se observar cistos (contendo células da linhagem espermatica) e
espermatodides. Nos testiculos submetidos a aclimatacdo observou-se espacos ndo preenchidos

por espermatozdides. O testiculo de 18°C mostrou maior abundéncia de cistos.
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Quantificacdo Média de Polissacarideos Neutros e Proteinas Totais

A andlise histoquimica detectou reducdo para Xylidine Ponceau nos ovariolos de adultos
dos tratamentos (Fig. 6). Mostrou uma reducdo nos teores de proteina quando sdo submetidos a
temperatura de 32°C e 18°C (F = 3,43; P = 0,0442). As médias EP foram 447508,42+280645,76;
206622,50+257081,84 e 207979,08+238224,09 para os tratamentos de 28 °C, 32 °C e 18 °C
respectivamente. Na analise para Xylidine Ponceau nos testiculos de adultos (Fig. 7) obteve um
aumento para o tratamento de 32°C e reducdo de proteinas para o tratamento de 18°C, mas essa
diferenca ndo foi significativa estatisticamente (F = 1,49; P = 0,2401). As médias £EP foram
377572,50+283227,27; 425523,08+245999,35 e 251416,75+162121,44 para os tratamentos de 28
°C, 32 °C e 18 °C respectivamente.

Na deteccdo de carboidratos neutros por Acido Periddico de Schiff (P.A.S.), nos ovariolos,
houve diferenca significativa, apresentaram menor valor nos adultos submetidos a aclimatacao,
tendo diferenca significativa para o tratamento de 18 °C (F = 8,440; P = 0,0011) (Fig. 8). As
médias +EP foram 464096,67+222790,24; 325662,00+180756,42 e 165181,92+114862,37 para 0s
tratamentos de 28 °C, 32 °C e 18 °C respectivamente. A analise histoquimica para os testiculos
(Fig. 9) apresentou redugéo para os tratamentos fora da faixa ideal, essa reducéo foi significativa
estatisticamente para o tratamento de 18 °C (F = 5,12; P = 0,0116). As médias +EP ap0s
transformacdo, por raiz quadrada para fémeas e logaritmica para machos, foram
330738,92+293634,94; 682949,75+387646,26 e 357650,58+776583,10 para 0s tratamentos de 28
°C, 32 °C e 18 °C respectivamente.

Avaliacao da reversibilidade da reproducéo apos aclimatacao.

Neste estudo, os individuos criados por duas geracfes consecutivas nas temperaturas fora

da faixa ideal (<20°C e >32°C) sofreram alteragGes reprodutivas, mesmo sendo capazes de

sobreviver nessas condices.
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As fémeas de 28°C foram as que mais ovipositaram, e também tiveram maior viabilidade
de ovos (fertilidade).

Para as fémeas oriundas de 32°C, ndo houve oviposicdo na primeira semana em condi¢cfes
de semi-campo. Entretanto, esse padrdo nao se repetiu na semana subsequentes com um aumento
significativo tanto na fecundidade (F = 19,20; P < 0,0001), como na fertilidade (F = 10,270; P <
0,0001).

Por fim, fémeas oriundas de 18°C acasaladas com machos de 30 dias foram as que menos
se adaptaram as condicbGes de semi-campo durante o periodo de avaliacdo. A fecundidade foi
menor que 10 ovos nas duas primeiras semanas de avaliacdo, e praticamente nula nas duas Ultimas
semanas. Além disso, a viabilidade de ovos também foi significativamente menor que 0s outros
tratamentos, principalmente na primeira semana tendo 12 ovos, mas estas nao evoluiram para
larvas. Nas terceira semana néo tendo fertilidade e fecundidade.

Para as fémeas oriundas de de 18°C e acasaladas com machos de 5-10 e 15 dias nenhuma
ovipositou no intervalo de 30 dias.

N&o houve diferenca estatistica na fecundidade (Tabela 1) (F = 2,14; P = 0,1239) e
fertilidade (Tabela 2) (F = 2,16; P = 0,1218) de fémeas aclimatadas na primeira semana em
comparacdo ao controle em condicdo de semi-campo (Tabela 1). Por outro lado, as semanas
seguintes de avaliagdo (5-20 dias) houve diferenca estatistica na fecundida e na fertilidade das

fémeas aclimatadas em laboratorio e transferidas para o telado.

Discussao

Os insetos de ambientes estaveis termicamente sdo mais limitados em se tratando de

aclimatacdo (Pallarés et al. 2019). A temperatura causa efeito na sobrevivéncia, fecundidade, taxa
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de crescimento e desenvolvimento dos insetos. O aumento na temperatura aumenta na taxa
metabolica e taxas de desenvolvimento (Khan et al. 2016).

As fémeas aclimatadas ndo tiveram alteracbes morfolégicas comparadas ao controle, o
mesmo efeito ndo aconteceu com Drosophila melanogaster Meigen que ndo obteve ovocitos
maduros quando submetidas a temperaturas mais elevadas, mas quando volta para temperatura
amena sua fertilidade é recuperada (Audit-Lamour & Busson 1981). Ja que o estresse térmico
pode causar a cessa¢do da oviposicdo, pois estd ligado a inibicdo da enzima degradadora de
hormdnio juvenil na hemolinfa (Raushenbach et al. 2004).

Os testiculos das joaninhas de 18°C apresentaram maior quantidade de espaco entre
espermatdzéides e maior quantidade de cistos quando comparados ao controle, ndo era
totalmente preenchido e alguns espagos preenchidos ndo tinham espermatozoides maduros,
reduzindo a fertilidade dos mesmos. Diferente do estudo com o besouro macho de Tribolium
castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae) que mostrou alteragcdes negativas quando
submetido a temperatura mais elevada, reduzindo a producdo de espermatozoides, diminuindo a
fertilidade e competitividade desses (Sales et al. 2018). Também em Drosophila melanogaster
Meigen que diminuiu a fertilidade com o aumento de temperatura nos machos (Rohmer et al.
2004). O aumento da cabeca dos espermatozoides, devido a condensacdo de cromatina, pelo
estresse termico sugere que o calor afeta os processos fisiolégicos em varias espécies, causando
infertilidade temporaria (Rohmer 2004).

Houve reducdo de proteinas totais nas gonadas das fémeas, mostrando que ocorreu
reducdo da proteina da gema nos ovariolos (Gillott, 2005; Silva et al. 2016) causando reducao da
reproducdo ja que afeta a vitelogénese e diminuindo a acdo de secretar, do corpo gorduroso,

algumas proteinas, como a vitelogenina, que compde o ovocito (Cruz et al. 2017)..
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Em Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae) foi constatado maior tempo para
desenvolvimento e maior periodos de pré-oviposicdo na temperatura de 17 °C. Além disso o
numero de ovos foi reduzido nesta temperatura (Santos et al. 2018), semelhante a este estudo com
T. notata.

. Em condicbes de laboratorio esses individuos conseguiam passar de um estadio para
outro, chegando a ninfa 3, mas ndo chegaram a pupa e consequentemente adulto, em condi¢des de
semi-campo esses individuos morriram na segunda semana de vida, resultado semelhante foi visto
no trabalho de Santos et al. (2018) para Podisus nigrispinus. Quando D. melanogaster foi
submetida a temperaturas mais amenas recuperam a fertilidade (Rohmer et al. 2004) 0 mesmo nao
ocorreu no estudo com T. notata. A diminuicdo da oviposicdo na temperatura de 18°C pode estar
ligada a reducdo da reserva de energia, nos machos, ja que os insetos consumem menos alimentos
nesta condicao (Renault et al. 2003)

Aumento do tempo no desenvolvimento pode estar ligado a alocacdo de recursos
energéticos do inseto para a sua sobrevivéncia (Vacari et al. 2014), resultado semelhante foi visto
no estudo com Podisus nigrispinus (Santos et al. 2018) e neste com T. notata que aumentando o0
tempo para mudanca de instar..

Os resultados foram importantes para um melhor entendimento dos efeitos de variagdes de
temperatura na sobrevivéncia e reproducdo desse predador, pois fora da sua faixa ideal, o
tratamento de 18 °C foi o mais afetado negativamente, prejudicando seu crescimento populacional

e consequentemente o controle de cochonilhas.
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1553 Tabela 1. Fecundidade de Tenuisvalvae notata em condicdo de semi-campo (Temp.

1554  média=30,9°C, UR% média=73,5%, apds aclimatacdo em laboratorio.

Temp. Tempo (dias) apos liberacdo em estufa telada

(C) 0-5 6-10 11-15 16-20
18 0,40+0,89 a* 0,23+0,67 b 0,00£0,00 b 0,10£0,40 b
28 0,50+1,30 a 1,20+0,66 a 2,10+2,55a 1,36£2,90 a
32 0,03+0,18 a 1,13+0,68 a 0,86+0,68 b 0,86+1,47 ab
F 2,14 19,20 14,38 3,39

P 0,1239 <0,0001 <0,0001 0,0381

1555  *Meédias +EP seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao
1556  nivel de 5% de probabilidade.
1557

1558

1559

1560

1561

1562

1563

1564

1565

1566

1567

1568

1569
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1570  Tabela 2. Fertilidade (viabilidade de ovos) de Tenuisvalvae notata em condi¢do de semi-campo

1571  (Temp. média=30,9°C, UR% média=73,5%, apds aclimatacdo em laboratorio.

Temp. Tempo (dias) apos liberacdo em estufa telada

(°C) 0-5 6-10 11-15 16-20

18 0,00+0,00 a 0,10+0,40 b 0,00£0,00 b 0,10£0,40 b
28 0,30t1,11a 1,16+0,69 a 1,36+1,90 a 1,20+2,48 a
32 0,00+0,00 a 0,96+0,55 a 0,73+0,69 a 0,83+1,41 ab
F 2,16 30,15 10,27 3,39

P 0,1218 <0,0001 <0,0001 0,0383

1572  *Médias +EP seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao
1573  nivel de 5% de probabilidade.
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1582

1583  Figura 1. Média (xEP) de proteina total (ug/mL) de adultos de Tenuisvalvae notata submetidas a
1584  temperatura de 28°C, 32°C e 18°C. A — Fémeas, B- Machos. Barras seguidas por letras diferentes
1585  diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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1587

Figura 2. Analise de bioquimica (ug/mL) de adultos de Tenuisvalvae notata submetidos a

1588

temperatura de 28°C, 32°C e 18°C. A, Lipideo (fémea). B, Lipideo (macho). C, Glicogénio
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(fémea); D, Glicogénio (macho). E, Acucar total (fémea). F, AcuUcar total (macho). Barras
seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Kruskal Wallis (Fig. A e

B) ou Tukey (Fig. C, D, E e F) ao nivel de 5% de probabilidade.

62



1609
1610

1611

1612

1613

1614

Figura 3. Ovariolo de adultos de Tenuisvalvae notata.. Coloracdo Azul de Toluidina A -
tratamento controle 28°C, B e C — tratamento 18°C e 32°C, respectivamente. Vitelo (Vi); seta,

bainha de tecido conjuntivo; Cf, células foliculares.
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1615

1616  Figura 4. Testiculo de adultos de Tenuisvalvae notata.. Coloragdo Azul de Toluidina A -
1617  tratamento controle 28°C, B e C - tratamento 18°C e 32°C respectivamente. Es,
1618  espermatozoides; Seta, espacos vazios; Asterisco, Cistos.
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1620
1621

1622

1623

Figura 5. Testiculo de adultos de 18°C de Tenuisvalvae notata. Coloracdo de Azul de Toluidina. A

—5-10 dias, B — 15 dias e C 30 dias. Es, espermatozoides; Asterisco, cistos.
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Figura 6. Histoquimica do ovariolo de adultos de Tenuisvalvae notata para quantificacdo de
proteinas totais. Coloracdo Xylidine Ponceau. A - tratamento controle 28°C, B e C — tratamento
18°C e 32°C respectivamente. Vitelo (Vi); seta, bainha de tecido conjuntivo; Cf, células
foliculares. D - D - Quantidade média de pixels (média + EP). Barras seguidas de letras diferentes

diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 7. Histoquimica do testiculo de adultos de Tenuisvalvae notata para quantificacdo de

proteinas totais. Coloracdo Xylidine Ponceau. A - tratamento controle 28°C, B e C — tratamento

18°C e 32°C respectivamente. Es, espermatozoides. D - D - Quantidade média de pixels (média +

EP). Barras seguidas de letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade.
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Figura 8. Histoquimica do ovariolo de adultos de Tenuisvalvae notata para quantificacdo de
carboidratos neutros. Coloracdo Acido Periddico de Schiff (P.A.S.). A - tratamento controle
28°C, B e C — tratamento 18°C e 32°C respectivamente. Vitelo (Vi); seta, bainha de tecido
conjuntivo; Cf, células foliculares. D - Quantidade média de pixels (média + EP). Barras seguidas
de letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Figura 9. Histoquimica do testiculo de adultos de Tenuisvalvae notata para quantificacdo de
carboidratos neutros. Coloracdo Acido Periddico de Schiff (P.A.S.). A - tratamento controle
28°C, B e C — tratamento 18°C e 32°C respectivamente. Es, espermatozoides; Seta, cobertura
peritoneal; Asterisco, cistos. D - Quantidade média de pixels (média + EP). Barras seguidas de

letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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CAPITULO 4
Consideracoes finais

A temperatura, fora da faixa 6tima, afeta negativamente a fertilidade e fecundidade de T.
notata. Ao submeter essa espécie a temperaturas extremas foi visto que sua fisiologia € afetada,
pois houve realocacdo de recursos nutricionais que sdo essenciais para processos da taxa
reprodutiva e amadurecimento das gonadas masculinas. O estudo trouxe respostas sobre a
realocacéo dos recursos e sobre o amadurecimento dos testiculos. Foi visto que o fitness diminuiu
e consequentemente a quantidade de individuos adultos.

A temperatura pode estar causando danos no intestino médio, que pode dificultar a absorcao
nutricional, ocasionando, consequentemnte, reducdo de proteinas e carboidratos, nas gbnadas.
Assim, experimentos bioquimicos com o intestino médio, que quantifiquem possiveis alteracGes
nutricionais, sdo indicados. Embora, é de conhecimento que insetos submetidos a temperaturas
baixas consomem menos alimentos o que pode estar causando a reducdo da reserva energética.

Concluimos que a mudanca de temperatura é capaz de alterar a condicdo bioquimica e
histoldgica dos adultos de T. notata, principalmente machos, resultando em mudancas no sistema

reprodutivo. Portanto pode causar falha reprodutiva.
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