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Resumo

A vida no planeta se originou na agua e a terrestrializagcdo foi um dos grandes
eventos que marcaram a evolugdo dos organismos na terra. Os insetos possuem
diversas adaptacbes para viver nos mais variados habitats, mas alguns fatores
ecologicos e climaticos afetam a distribuicdo e frequéncia deles, como a
disponibilidade de agua, essencial para a sobrevivéncia de qualquer ser vivo
terrestre. Assim, € importante a compreensdao das respostas dos insetos a
alteragdes na disponibilidade hidrica e a capacidade fisiolégica de lidar com esse
tipo de estresse. As previsdes de alteragdes climaticas globais com cenarios de
aumento da temperatura, menor disponibilidade hidrica e secas severas podem
afetar diretamente os insetos. No estagio de vida de ovo a perda de agua ocorre
principalmente em funcdo da respiracdo e a sua regulacdo hidrica se da por
intermédio de mecanismos distintos de outros estagios de vida. Esses mecanismos
sao ditados pela ecologia e fisiologia de cada espécie, como por exemplo o cuidado
parental e a melanizagdo da casca do ovo. O percevejo Oncopeltus fasciatus
possui ampla distribuicdo geografica, deposita seus ovos na superficie de plantas e
é facilmente mantido em laboratorio. A embriogénese dessa espécie ja foi descrita,
porém nao existem dados na literatura sobre as relagdes hidricas em seus ovos,
cujo entendimento é o objetivo desse projeto. Foram realizados acompanhamentos
fotograficos dos ovos ao longo da embriogénese e eclosdo, em seguida foram
analisadas a viabilidade e perda de peso dos ovos em diferentes condicbes
hidricas. A viabilidade foi observada em 4,5; 29; 74 e 99% de Umidade Relativa
(U.R.), além de uma condigdo de U.R. que variou ao longo do dia e uma condigao
de inundacdo. A perda de peso foi avaliada nas condicbes de 4,5, 75 e 99% de
U.R.. Ocorre uma substancial sobrevivéncia dos ovos de O. fasciatus em diferentes
condi¢gdes hidricas, apresentando maior viabilidade em 75 e 99% de U.R., em
faixas hidricas distintas das existentes para ovos do besouro Tribolium castaneum e
da mosca Drosophila melanogaster. Os ovos de O. fasciatus apresentam retragao
da casca durante o desenvolvimento embrionario. O ovo consegue se desenvolver
em amplas faixas de disponibilidade hidrica e perdem peso ao longo da

embriogénese, com maior perda ocorrendo em menores U.R.



Abstract

Life on the planet originated in water and terrestrialization was one of the great
events that marked the evolution of organisms on earth. Insects have several
adaptations to live in the most varied habitats, but some ecological and climatic
factors affect their distribution and frequency, such as the availability of water,
essential for the survival of any terrestrial living being. Thus, it is important to
understand the responses of insects to changes in water availability and the
physiological capacity to deal with this type of stress. Forecasts of global climate
change with scenarios of rising temperatures, lower water availability and severe
droughts can directly affect insects. In the egg life stage, water loss occurs mainly
as a function of respiration and its water regulation occurs through different
mechanisms of other life stages. These mechanisms are dictated by the ecology
and physiology of each species, such as parental care and eggshell melanization.
The milkweed bug Oncopeltus fasciatus has a wide geographic distribution, lays its
eggs on the surface of plants and is easily maintained in the laboratory. The
embryogenesis of this species has already been described, but there is no data in
the literature on the water relations in its eggs, whose understanding is the objective
of this project. Photographic follow-ups of the eggs were carried out during
embryogenesis and hatching, then the viability and weight loss in eggs under
different water conditions were analyzed. Viability was observed at 4.5; 29; 74 and
99% Relative Humidity (R.H.), plus a R.H. which varied throughout the day and a
flood condition. Weight loss was evaluated under conditions of 4.5, 75 and 99%.
There is a substantial survival of O. fasciatus eggs in different water conditions, with
higher viability in 75 and 99% of R.H., in different water ranges. existing for eggs of
the beetle Tribolium castaneum and the fly Drosophila melanogaster. O. fasciatus
eggs show shell retraction during embryonic development. Eggs are able to develop
in wide ranges of water availability and lose weight throughout embryogenesis, with

greater loss occurring in lower R.H.



1. Introdugéao

1.1  Os insetos, sua diversidade e importancia

A classe Insecta (Arthropoda: Hexapoda) constitui o grupo animal
predominante em numero de espécies, correspondendo a cerca de dois tercos de
todos os animais conhecidos (Zhang, 2011); atualmente, mais de um milhdo de
espécies de insetos ja foram descritas. Alguns dos principais fatores responsaveis
pela alta riqueza e abundéncia do grupo sdo a presenga de uma cuticula
impermeavel, um sistema nervoso complexo, tamanho corporeo variando de 0,2 a
35 cm de comprimento, capacidade de vbo e altas taxas reprodutivas (Chapman,
2013). Apesar de algumas espécies possuirem alta taxa de especializagdo (como
alguns polinizadores), o grupo é caracterizado por um grande numero de espécies
generalistas. E um grupo que possui ampla diversidade fisiolégica, ecoldgica e
distribuicdo geografica, tendo como principal fator dessa diversidade a alta
capacidade de especiacao (Grimaldi e Engel, 2005).

Os insetos possuem grande importadncia ecoldgica por participarem de
servigos ecologicos essenciais atuando em prol de diversas espécies vegetais,
sendo os principais agentes polinizadores de mais de 250.000 espécies de plantas
e polinizam grande quantidade das espécies cultivadas comercialmente em todo o
mundo (Allsopp et al., 2008, Chapman, 2013). Também atuam diretamente na
ciclagem de matéria organica, se alimentando de detritos vegetais, outros insetos,
carcagas de outros animais e servindo de alimento para outras espécies. Alguns
insetos sdo pragas agricolas, sendo responsaveis pelo comprometimento de
aproximadamente um sexto da safra produzida em todo o mundo. Outros atuam
como vetores de agentes etiologicos de doencas, bioindicadores de saude de
ecossistemas ou parasitas de outros organismos (Price et al., 2011; Harrison et al.,
2012; Chapman, 2013).

1.2 Fatores relacionados as condig¢des hidricas

Muitos fatores ambientais como as condicdes climaticas atuam como
barreiras que limitam a capacidade de sobrevivéncia de alguns organismos quando
estas condicdes se encontram desfavoraveis para os mesmos. Essas barreiras
influenciam a distribuicdo das espécies, assim como a herdabilidade genética que
determinam as barreiras a niveis evolutivos, que pode indicar baixa plasticidade

fenotipica (Hoffmann e Blows, 1994).



As caracteristicas do meio ambiente estdo constantemente influenciando o
desenvolvimento e a evolugao de acordo com a aptiddo de cada espécie (Bernays
e Minkenberg, 1997). A umidade relativa € um fator limitante para ocorréncia das
espécies, tanto em condi¢ao de excesso quanto de escassez (Price et al. 2011). No
contexto das mudangas ambientais globais tem sido muito explorado o aumento da
temperatura que acarreta em alteragcbes nos padrbes de precipitacédo e
disponibilidade hidrica, menor U.R. e maior perda de agua pelo organismo. De
acordo com a analise de modelos matematicos, os extremos de precipitagdo se
intensificam em resposta ao aquecimento do clima (Dore, 2005; O"Gorman, 2015).

A disponibilidade de agua € essencial para qualquer organismo sobreviver
no ambiente ao qual faz parte, principalmente por ser um fator influenciador direto
na riqueza, abundancia e padrdes de distribuicdo desses organismos no ambiente
(Hadley 1994). Dessa forma € importante o estudo dos impactos das alteragdes da
disponibilidade hidrica e a compreensao das respostas dos insetos e a capacidade

fisioldgica deles em lidar com essas alteragdes e estresses.

1.3 Terrestrializagcao dos insetos e suas relagoes hidricas

A vida no planeta se originou na agua, onde surgiram 0Os primeiros
organismos multicelulares e o processo de terrestrializagdo foi um dos grandes
eventos que marcaram a evolugdo dos organismos na terra (Oparin et al., 1957).
Estima-se que os primeiros organismos que conquistaram o ambiente terrestre
foram as plantas e miriapodes no final do periodo Cambriano (510 a 490 MYA)
seguido dos insetos e aracnideos no inicio do periodo Ordoviciano (480 a 470 MYA).
Nesse processo 0s organismos precisaram lidar com fatores ecoldgicos diferentes
do ambiente aquatico, como menor disponibilidade de agua no ambiente
(Rota-Stabelli et al., 2013). Como detalhado acima, a Classe insecta € o grupo de
animais que obtiveram maior sucesso evolutivo no ambiente terrestre (Grimaldi e
Engel, 2005; Brusca et al., 2018) e esse processo resultou em uma grande
diversidade de espécies, Cerca de 90% dos insetos possui todo o ciclo de vida no
ambiente terrestre, enquanto que 10% (aproximadamente 100.000 espécies)
possuem parte ou todo o ciclo de vida no ambiente limnico ou de agua salgada
(Chapman, 2013; Selden, 2016), indicando um retorno ao ambiente aquatico.

A agua é uma substancia essencial para a vida, atuando como um elemento

chave na evolugao e funcionamento dos ambientes terrestres. A agua também é



determinante para o sucesso dos organismos na terra, principalmente por ser um
solvente para diversas reagdes bioquimicas e atuar na regulagdo homeostatica dos
seres vivos (Edney, 1977; Hadley, 1994).

Os insetos de vida terrestre precisam lidar com o baixo suprimento de agua
no ambiente em relagdo aos insetos aquaticos, sendo esta uma condi¢gdo que
favorece a dessecacgdo (Hadley, 1994). O percentual de composi¢cdo de agua do
corpo varia entre 40 e 90% do peso total do inseto e essa variacdo ocorre em
relagdo a populagdes, espécies, individuos e até mesmo nos diferentes estagios do
desenvolvimento (Chown e Nicolson, 2004).

Nos estagios pds-embrionarios dos insetos a perda de agua pode ocorrer
através da respiragdo, transpiragdo pela superficie do corpo e excregéo.
Dependendo da espécie as seguintes protecbes fisioldgicas contra a perda
excessiva de agua podem ocorrer: um exoesqueleto eficiente com camadas
hidrofobicas, espiraculos respiratérios, eficiente sistema excretor, a ingestao de
agua via oral e migracao para locais que possuem condi¢cdes favoraveis, mais
umidas (Hadley, 1994; Price et al., 2011; Chapman, 2013). Destaca-se as camadas
cuticulares do exoesqueleto que desempenham grande papel nas relagdes hidricas
em insetos, e de acordo com a espécie nota-se diferengas na composicédo e
permeabilidade dessas camadas, que aumentam ou diminuem a capacidade de

retengdo de agua pelo organismo (Hadley et al. 1986; Lockey, 1988).

1.4 O ovo e sua importancia ecoldgica e evolutiva

O estagio de vida do ovo possui grande importancia evolutiva no processo
de terrestrializagdo dos insetos, pois as adaptagdes iniciais que possibilitaram a
vida fora da agua tiveram também que ocorrer, necessariamente, nessa etapa; e
isso possibilitou a expansao do numero de espécies e colonizagado de diversos
nichos (Zeh et al., 1989). Sabe-se que de maneira geral o estagio de ovo possui
diferentes estratégias para lidar com variacdes de temperatura e umidade relativa
em relacdo aos estagios pods-embrionarios, posto que o ovo € imdvel e esta
dependente das variagdes ambientais (Hinton, 1981). A casca do ovo € a estrutura
de transigdo entre o ambiente externo e o embrido, que confere protegcdo contra
predadores e microorganismos patogénicos e também em relagdo a variagbes
ambientais de temperatura, insolagdo e estresses hidricos de dessecagao ou
inundacgao (Zeh et al., 1989; Rezende et al., 2016).



O ovo pode ser considerado o estagio de vida inicial pois € nele que o novo
individuo ira se formar, através da embriogénese. Todos os ovos de inseto, assim
que sao postos, contém todos os nutrientes para suportar a embriogénese e em
alguns casos também suportam os primeiros instares, apés o organismo sair do
ovo (Resh e Cardé, 2009). Também possuem importancia médica pois se algum
agente patogénico (como um virus de alta letalidade para os humanos, por
exemplo) for transmitido verticalmente (isto €, da fémea para o ovo), isso significa
um grande risco para outros organismos devido a alta reprodutibilidade da maioria
dos insetos (Beament, 1989).

Os ovos de insetos possuem grande importancia ecolégica. Por serem ricos
em nutrientes servem como fonte de alimento para muitos organismos, além de
serem hospedeiros de parasitas e parasitdides. Algumas espécies podem
suspender temporariamente o desenvolvimento embrionario em resposta a
condigcdes ambientais adversas, sendo essa suspensao facultativa (quiescéncia) ou
obrigatéria (diapausa) (Hinton, 1981; Resh e Cardé, 2009).

Insetos adultos protegem os ovos de diversas formas como: cuidado
parental (de forma mais ou menos ativa, dependendo da espécie), buscando ovipor
em locais que podem possuir menos estresses bioticos e abidticos, exalando
quimicos ou toxinas como forma de repelir predadores para evitar possiveis
ataques aos ovos e escurecimento facultativo dos ovos (possivelmente para
proteger contra predadores ou raios ultravioleta do Sol) (Resh e Cardé, 2009;
Abram et al., 2015). Outros mecanismos de protegao contra predadores é através
da coloracdo do ovo, através de estratégias como: mimetismo, camuflagem,
coloracédo disruptiva, cripsis e aposematismo (Hinton, 1981; Guerra- Grenier, 2019).
Ovos de espécies que nao possuem cuidado parental ou investimentos parentais
como os descritos acima, tornam-se mais expostos a variacdo de temperatura e
umidade relativa do ambiente e/ou estresses bidticos.

Todos os ovos de insetos postos fora da agua estao sujeitos a desidratacao
e a principal forma de perderem agua é através da respiragao, pois pelos mesmos
caminhos em que o oxigénio entra e o gas carbbnico sai, ha perda de agua.
Portanto, as diferentes camadas da casca possibilitam a realizacdo das trocas
gasosas enquanto minimizam a perda de agua. Ja os ovos que sdo postos na agua
ou em ambiente muito umido também possuem a capacidade de absorver agua

através da casca (Hadley, 1994). Independente do local onde o ovo é posto, varias



espécies possuem estruturas ou passam por processos que sdo capazes de
conferir resisténcia a dessecagéao (Hadley, 1994; Chapman, 2013). Algumas dessas
formas de evitar a perda de agua, dependendo da espécie sao: secregao, por parte
da mae, de um fluido que envolve os ovos, oviposigdo agrupada dos ovos,
processo de melanizacdo da casca do ovo, a existéncia de um ou dois tecidos
extra embrionarios e também a secreg¢ao, durante a embriogénese de uma matriz
extracelular chamada cuticula serosa (Hinton, 1981; Zeh et al., 1989; Gordon e
Headrick, 2001; Jacobs et al., 2013; Wong et al., 2013; Rezende et al., 2016;
Farnesi et al., 2017; Vargas et al., 2020).

De acordo com estudos realizados pelo grupo do professor Gustavo Rezende,
dentro do Laboratério de Quimica e Fungao de Proteinas e Peptideos, LQFPP, UENF
e por outros grupos, a formagao da cuticula serosa diminui a perda de agua do ovo,
nos insetos que a possuem (Rezende et al. 2016). Isso ocorre no besouro Tribolium
castaneum em que € possivel remover a presenca da cuticula serosa através de
silenciamento génico: ovos selvagens sobrevivem em baixa umidade relativa,
enquanto ovos sem a cuticula serosa sao inviaveis nessa condicdo (Jacobs et al.,
2013). Em paralelo, foi observado que ovos selvagens de T. castaneum s&o
naturalmente resistentes contra a perda de agua: tanto os ovos que se desenvolvem
em umidade relativa "normal" e baixa (73 e 14% UR, respectivamente) perdem agua
ao longo da embriogénese, com maior taxa de desidratacdo no ambiente mais seco
(Figura 1). Apesar disso, a viabilidade dos ovos em ambas as condi¢des ¢é alta, de

aproximadamente 80% (Santos e Rezende, dados nao publicados).
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Figura 1: Ovos de Tribolium castaneum mantidos em baixa umidade relativa perdem mais
agua. Grupos de ovos foram pesados ao longo da embriogénese que dura cerca de 86 horas.
Todas as pesagens foram realizadas em condigao de 73 ou 14% U.R.. Cada ponto é a média * erro
padrdo. 972 ovos foram empregados nessas analises em 5 experimentos independentes (trés
destes com trés réplicas cada, e dois destes com pelo menos uma réplica cada). Dados de Santos e
Rezende (n&o publicados).

1.5 A espécie Oncopeltus fasciatus e sua ecologia

A familia Lygaeidae pertence & ordem Hemiptera e subordem Heteroptera. E
uma das trés familias dessa subordem com maior numero de espécies,
apresentando mais de 4.000 descritas, sendo encontradas em todos os continentes
exceto na Antartica (Sweet, 2000). Insetos da familia Lygaeidae possuem grande
importancia econémica principalmente por serem consideradas pragas agricolas. A
familia possui uma caracteristica ecolégica marcante: o comportamento de
canibalismo de ovos, em que por vezes o numero de ovos canibalizados possui a
mesma propor¢gdo de ovos inférteis e ovos parasitados em uma ninhada, tendo
esse comportamento um carater adaptativo (Ralph, 1976). Essa familia apresenta
outras caracteristicas como o aposematismo e mimetismo, e coevolugdo com
endossimbiontes (Burdfield-Steel e Shuker, 2014).

Dentro da familia Lygaeidae a espécie Oncopeltus fasciatus, também
conhecida como “percevejo da serralha” ou em Inglés como Milkweed bug, é de
facil manipulacdo em laboratério, o que resultou em muitos estudos sobre a
biologia da espécie, particularmente sobre sua ecologia evolutiva e comportamento

sexual (Feir, 1974). Além disso, O. fasciatus teve recentemente o seu



genoma sequenciado, possibilitando assim a utilizagdo de ferramentas moleculares
como o silenciamento génico via RNAI para a compreensao dos papeis fisioldgicos
e ecologicos de genes especificos (Panfilio et al., 2019).

Esse percevejo possui ampla distribuicdo geografica, ocorrendo do sul do
Canada até a América Central, habitando regides tropicais e temperadas. Apesar
do canibalismo descrito, possui aparelho bucal picador-sugador e seu ciclo de vida
na natureza esta relacionado as sementes das ervas daninhas da familia
Asclepiadaceae. Algumas espécies dessa familia de plantas crescem em baixa
densidade como Asclepias tuberosa, Asclepias viridiflora e Asclepias lanceolata, o
que dificulta o desenvolvimento de O. fasciatus quando associado a essas
espécies. A espécie Asclepias syriaca € onde o O. fasciatus possui maior
ocorréncia e houve uma adaptagcdo a alimentacio, abrigo e oviposicao ao habitat
dessa espécie.

As sementes de A. syriaca ficam localizadas em vagens que possuem 6 a 13
centimetros de comprimento, e o comprimento da planta varia de 90 a 150
centimetros de altura. Essa espécie vegetal pode formar adensamentos com varios
individuos, locais que o O. fasciatus busca devido a maior abundancia de alimento
(Ralph, 1977). No entanto, o percevejo se adaptou de forma que as ninfas ndo
dependessem exclusivamente da disponibilidade de sementes de A. syriaca. Esse
comportamento € um indicio que a espécie retém adaptabilidade para lidar com
diferentes pressdes ecoldgicas (Ralph, 1976; Dingle et al., 1988).

A. syriaca possui em sua composicao moléculas chamadas cardenolideos
que sao glicosideos cardiotonicos, substancias que atuam diretamente sobre o
musculo cardiaco, adquirindo carater toxico para passaros e outros organismos. Os
insetos que se alimentam dessa planta absorvem essas substancias que sao
armazenadas e utilizadas ou direcionadas aos ovos através do armazenamento
nos oocitos, como nos percevejos O. fasciatus e Caenocoris nerii, na borboleta
Danaus plexippus, entre outros. As substancias permanecem nos tecidos durante a
metamorfose, mantendo a coloragéo ao longo de todos os estagios de vida (Hinton,
1981; Duffey e Scudder, 1974).

A espécie O. fasciatus possui desenvolvimento hemimetabolo, ou seja,
assim que a ninfa eclode do ovo ja possui caracteristicas morfolégicas que os
tornam semelhantes aos adultos (Figura 2). Individuos do primeiro ao quinto instar
encontram maior dificuldade na alimentacdo devido a parede espessa das



sementes de A. syriaca, e apresentam um comportamento gregario como forma de
aumentar a eficiéncia alimentar (Ralph, 1976). As ninfas recém eclodidas e todos
os instares, até o estagio adulto, possuem a coloragao laranja e preto. Juntamente
com a coloragdo, o comportamento de agregacdo pode estar relacionado a
amplificacdo do alerta de perigo para predadores, simultaneamente tornando mais
eficaz a estratégia para aumentar a eficiéncia alimentar de ninfas. Em condigdes
naturais os ovos sao depositados principalmente na superficie de folhas da planta
Asclepias syriaca em grupos que podem variar de 5 a 50 ovos, possuindo maior

eficiéncia em numero de ovos no segundo acasalamento (Martinez et al., 2013).

Primeiro Segundo Terceiro Quarto Quinto Adulto
instar instar fnstar instar instar (macho)
L1 L2 L3 L4

\ L5

1cm

Figura 2: Oncopeltus fasciatus em diferentes estagios do ciclo de vida. Adaptado de Bugs in
our backyard, disponivel

em:
https://www.bugsinourbackyard.org/wp-content/uploads/2014/12/BIOBKeeping-Milkweed-Bugs.pdf

A temperatura influencia diretamente no comportamento da espécie. A
condicao de temperatura ideal € de aproximadamente 27 °C e umidade relativa em
torno de 75% (Feir, 1974). Em casos de mudancgas de temperatura que fogem da
condicdo ideal, algumas populagdes com caracteristicas migratorias podem migrar
para regides com condigdes mais favoraveis. Ja em baixa temperatura os insetos

podem se agregar a fim de manter a temperatura corporal (Sauer e Feir, 1973).

1.6 O ovo de Oncopeltus fasciatus

Os ovos de O. fasciatus possuem cerca de 1,4 mm de comprimento e 0,6
mm de largura, em laboratério sdo postos em grupos de 10 a 30 e sem

organizagdo aparente. Imediatamente apdés a postura os ovos apresentam


http://www.bugsinourbackyard.org/wp-

coloracéo levemente amarelada e escurece gradativamente, de acordo com o
aumento da pigmentagdo da epiderme, para um tom intenso de laranja
avermelhado (Dorn, 1976).

Na extremidade anterior do ovo € onde localiza-se as micropilas, que séo os
canais por onde os espermatozoides entram para a fertilizagdo do ovo.
Presumivelmente também sao estruturas relacionadas com a respiragao, visto que
a espécie nao possui a estrutura especializada para essa fungdo descrita em
outros ovos, os aeropilos. A casca do ovo € composta por diversas camadas,

sendo a mais externa uma camada de cera (Figura 3).
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Figura 3: Micrografias eletronicas do ovo de Oncopeltus fasciatus. (A) Microscopia eletrénica
de varredura mostrando a superficie do ovo com anel de micropilas na regido anterior. Inserto:
micrépila individual. (B) Microscopia eletronica de transmisséo evidenciando a estrutura da casca,
composta de diversas camadas, sendo a mais externa a camada de cera (WL). Ndo ha uma
diferenciagao clara entre exocérion e endocérion. Adaptado de Dorn, 1976.

A embriogénese total em ovos incubados a 25 °C leva cerca de 165 horas (~
7 dias) e os diversos estagios embrionarios (e.g. formagcdo do blastoderma,
diferenciagdo dos tecidos extra-embrionarios, extensdo e retracdo da banda
germinal, katatrepsis, blastocinese e fechamento dorsal) ja foram descritos
previamente (Lin et al., 1954; Dorn, 1976; Panfilio et al., 2006).

Conforme descrito mais acima, existe um entendimento de que o processo
de respiragao dos ovos dos insetos terrestres acarreta em perda de agua durante o
desenvolvimento embrionario (Hinton, 1981, Figura 1). Em ovos do O. fasciatus o
consumo de oxigénio (O:) é relativamente estavel até 30% da embriogénese,

quando ocorre um aumento gradual de consumo de O:até aproximadamente 70%



do desenvolvimento embrionario, na temperatura de 25 °C (Rutschky e Joseph,
1957; Richards e Suanraksa, 1962). Ainda n&do é conhecida a ecologia das
relagdes hidricas durante o desenvolvimento embrionario do O. fasciatus nem a
capacidade fisiolégica dos ovos dessa espécie sob estresses de disponibilidade de

agua.



2. Objetivo geral

Acompanhar e avaliar os processos de embriogénese e eclosao do percevejo

Oncopeltus fasciatus com énfase nas relacdes hidricas.

21 Objetivos especificos

» Gerar um registro visual da embriogénese;
» Gerar um registro visual do processo de ecloséo;
» Avaliar a viabilidade de ovos de O. fasciatus desenvolvidos em diferentes

regimes de disponibilidade hidrica;
* Determinar a variagao de perda de peso dos ovos, sob diferentes regimes de

umidade relativa.



3. Material e Métodos

3.1 Manutengao da criagao de Oncopeltus fasciatus

Espécimes de O. fasciatus sdo mantidos no Laboratorio de Quimica e
Funcado de Proteinas e Peptideos (LQFPP), Centro de Biociéncias e Biotecnologia
(CBB), UENF, em potes de plastico grandes (30 x 15 cm) em camara climatizada
da marca EletroLab EL202/5 com fotoperiodo (12h de claro x 12h de escuro) a 27
1
°C, onde apresentam maior taxa de sobrevivéncia (Feir 1974), e umidade relativa
de cerca de 75%. Todos os estagios de vida pds-embrionaria (i.e. ninfas dos
diferentes estagios e adultos) possuem acesso a agua filtrada colocada em frasco
Erlenmeyer com um pavio de papel toalha dobrado e se alimentam de sementes de
girassol sem casca obtidas em comércio local. Algoddo seco € empregado como
substrato para oviposi¢céo e rolos de papeldao (miolo de papel higiénico ou papel

toalha) servem como locais para refugio e agregac¢ao das formas imaturas (Figura

4).

Figura 4: Caixa de criagdo em laboratério dos Oncopeltus fasciatus. A) llustracao contendo os
itens mostrados da esquerda para a direita: frasco Erlenmeyer com um pavio de papel toalha, placa
de Petri com algodéao seco, rolo de papelao e placa de Petri com sementes de girassol. B) Imagem
real de vista superior da caixa de criagao.

3.2 Postura de ovos

Individuos adultos sdo mantidos a 27 £+ 1 °C em estufa, conforme descrito
acima. Os ovos que serdo empregados nos experimentos sao obtidos colocando-se
um algodao novo, limpo e seco, em uma placa de Petri dentro do recipiente de
plastico onde a criacdo de adultos é mantida. E esperado 6 horas para que as

fémeas realizem a postura dos ovos. Apds esse periodo a placa de Petri contendo o



algodao é removida do recipiente e os ovos (com idade entre 0 e 6 horas) sao
removidos do algod&do e manipulados com auxilio de um pincel com cerdas finas. Os
ovos sao contados utilizando um contador e em seguida colocados em um unico
recipiente para a aleatorizacdo dos mesmos, o tempo médio desse processo até o
inicio dos experimentos é 2h. Dessa forma, a idade dos ovos quando se iniciava os
experimentos era de 2 a 8h. O tempo total de embriogénese desta espécie dura
aproximadamente 6 dias (cerca de 156 horas) em temperatura de 27 °C (Lin et al.,
1954), portanto no inicio de cada experimento os ovos possuiam idade de 1,3 a

5,1% de desenvolvimento embrionario total.

3.3 Captura de imagens digitais da embriogénese completa

Ovos recém-postos (com idade de 2 - 8 horas) sdo colocados diretamente
em placas de Petri com um fundo uniforme de cor azul e iluminados
constantemente com uma lampada fluorescente branca. Os ovos s&o observados
em lupa no aumento maximo de 63x e imagens digitais s&do obtidas com auxilio do
smartphone da marca Samsung, modelo Galaxy S7 Edge com camera interna com
resolucao de 12 megapixels. O smartphone foi acoplado a lente ocular da lupa
através do adaptador universal NexYZ da marca Celestron, com controle nos trés
eixos (X, y e z). Através do aplicativo OpenCamera para sistema Android o
smartphone foi programado para fazer capturas de imagem com intervalos fixos de
2 horas, com foco travado, velocidade do obturador de 1/15, abertura do diafragma
/1,7 e distancia focal 4,2 mm.

A iluminagao local foi mantida constante e de mesma intensidade durante
todo o experimento, que durou 6 dias. O datalogger Amprobe TR200-A foi alocado
ao lado da placa Petri e foram realizados registros de temperatura e umidade
relativa a cada 2 horas. As imagens geradas possuem resolugédo de 3024 x 4032
pixels, foram tratadas individualmente no programa Adobe Photoshop quanto ao
brilho e em seguida foram gerados videos no programa Adobe Premiere.

3.4 Preparagao das camaras de umidade relativa

Foram designadas quatro condigbes experimentais de umidade relativa
(U.R.) constante: 4,5, 29, 74 e 99%. Em todas essas condicbes as camaras foram
mantidas em estufa climatizada EletroLab EL202/5 a 27 °C. Papel filtro (Whatman

N° 01 circular de 150 mm de diametro) foi cortado em formato circular com didmetro



de 100 mm para que encaixasse na placa de Petri de vidro de forma a cobrir toda a
superficie do fundo, gerando maior aderéncia dos ovos a fim de evitar agrupamento
dos mesmos. Cada placa de Petri foi colocada em cada uma das camaras de U.R.
Em cada réplica de cada experimento, um numero de ovos que variou entre 37 e

154 individuos foram distribuidos de forma igualitaria em cada papel filtro sobre

placa de Petri.

3.41 Sistema de U.R. de 4,5%:

Para a obtencdo da U.R. de 4,5%, foram utilizados 2 kg de silica em gel
previamente seca em estufa a 100 °C por 12 horas, em seguida colocada em um
recipiente de vidro circular (10 x 20 cm). A placa de Petri contendo os ovos sobre o
papel filtro é inserida no pote de vidro contendo silica, juntamente com um
datalogger Amprobe TR200-A que registra umidade relativa e temperatura a cada 2
horas. Em seguida esse a tampa desse pote contendo a silica gel, ovos e

datalogger é vedada com parafina plastica (Parafilm M).

3.4.2 Sistema de U.R. de 29%

Foi preparada uma solugao de hidroxido de potassio (KOH) adicionando 358 g de
KOH a 300 ml de agua filtrada (Solomon 1951). O KOH juntamente com a agua
filtrada foram colocados em recipiente de vidro e homogeneizados com agitador
magnético Corning PC-420. A solubilizacdo do KOH é exotérmica e libera muito calor
e, portanto, aguardou-se 40 minutos para a temperatura baixar. Em seguida a solugao
foi acrescentada a um recipiente de plastico retangular com boa vedagéao (13 x 16,5 x
21,5 cm de altura, largura e comprimento, respectivamente). Foram utilizadas bases
de plastico fixas ao fundo para apoiar o datalogger Amprobe TR200-A e a placa de

Petri contendo papel filtro e os ovos.

3.4.3 Sistema de U.R. de 74%:
Uma solugao supersaturada de NaCl foi feita adicionando 300 g de NaCl em 600

mL de agua que foi homogeneizada com agitador magnético e aquecimento na placa
quente do Corning PC-420 (Winston e Bates 1960). Apds 15 minutos de agitagao foi
acrescentado mais 50g de NaCl a solugao supersaturada. Essa solugao foi colocada
em pote de plastico (13 x 16,5 x 21,5 cm de altura, largura e comprimento,

respectivamente) e foram utilizadas bases de plastico fixas ao fundo para apoiar o



datalogger Amprobe TR200-A e a placa de Petri contendo papel filtro e os ovos.
Avaliacdo da viabilidade em relagdo a manipulacdo dos ovos com pincel com o
objetivo de avaliar se a manipulagdo dos ovos com pincel afeta a taxa de viabilidade,
foi adicionada uma condicdo na umidade relativa de 74% em que houve pouca
manipulagdo dos ovos. A partir dos resultados gerados observou-se que nao houve
diferenca significativa entre as condigdes, portanto nos experimentos seguintes

manteve-se a manipulagdo com pincel no inicio dos experimentos.

3.4.4 Sistema de U.R. de 99%

Foi utilizado o recipiente de plastico retangular de 13 x 16,5 x 21,5 cm bem
vedado e foi acrescentado 2,4 L de agua filtrada (Solomon, 1951). Antes do inicio do
experimento, o sistema foi deixado com tampa aberta por 24h em estufa a 27 °C para
igualar a temperatura da agua e do ar a fim de evitar precipitagdo da agua nos ovos
durante o experimento. Em seguida, foram utilizadas bases de plastico fixas ao fundo
para apoiar o datalogger Amprobe TR200-A e a placa de Petri contendo papel filtro e

0s ovos e o pote foi tampado para inicio do experimento.

3.4.5 Sistema de U.R. variavel

Os ovos foram colocados no papel filtro em placa de Petri que em seguida foi
colocada, junto do datalogger Amprobe TR200-A em pote de plastico sem tampa
diretamente na estufa climatizada EletroLab EL202/5, onde foram submetidos a
temperatura de 27 °C e condicao variavel de U.R. que ocorre naturalmente durante o
funcionamento da estufa. Na estufa foram colocados 3 potes contendo agua da

torneira, sem tampa.

3.4.6 Sistema de inundagao parcial dos ovos

Para a condigdo de ovos parcialmente inundados foi colocado 1 mL de agua
filtrada, com auxilio de uma pipeta, diretamente no papel filtro em placa de Petri em
que os ovos foram colocados. A placa de Petri é tampada e vedada com Parafilm
M para impedir a evaporagdo e saida de agua do sistema. Os ovos ficaram
parcialmente inundados, ou seja, com uma parte da sua superficie da casca e
algumas micropilas em contato com a agua e outra parte em contato com o ar com

alta umidade.



3.5 Avaliagao da perda de peso

Barquinhas de papel aluminio foram confeccionadas com dimensdes de 5,5
x 4 cm. Grupos de ovos com idade de 2 a 8 horas foram colocados diretamente nas
barquinhas de aluminio onde passaram todo o periodo da embriogénese até a
eclosdo. Foram empregados aproximadamente 100 ovos em cada réplica nas
condicées de 4,5, 74 e 99% U.R. Foram realizadas medidas gravimétricas das
barquinhas vazias e de forma individualizada, em seguida foram adicionados os
ovos e pesados novamente. Os ovos com idade de 2 a 8h (chamado de “tempo
zero”) tiveram os seus pesos iniciais registrados e em seguida foram colocados nas
camaras de U.R. Em intervalos fixos de 24 horas foram pesados até o quinto dia (~
77% da embriogénese total). Todas as pesagens foram realizadas em balanga
analitica de precisdo Shimadzu AY 220 de capacidade maxima de 220 g e
capacidade minima de 10m g. Apos a pesagem no quinto dia de embriogénese os
ovos foram mantidos nas camaras de U.R. até a eclosdo e em seguida foi

analisada a viabilidade conforme descrito abaixo.

3.6 Viabilidade de ovos
Nesse item sera apresentado como foi realizada a analise de viabilidade de

todos os experimentos mencionados acima (viabilidade e perda de peso em
diferentes condi¢gdes de disponibilidade hidrica). O final da embriogénese era
aguardado até o processo completo da eclosdo das ninfas, que eram analisadas
em lupa e fotografadas com auxilio de um smartphone Samsung, modelo Galaxy
S7 Edge e adaptador universal NexYZ da marca Celestron e contadas com auxilio
de um contador. As ninfas que ndo eclodiram até o sexto dia de embriogénese,
eram mantidas nas condi¢cdes experimentais por mais 24h. Ao final desse periodo
todos os ovos eram retirados e analisadas em Lupa como citado acima para
garantir que nenhum ovo de embriogénese mais lenta fosse deixado fora da
analise. Nesses casos 0os ovos eram analisados individualmente a fim de identificar

suas caracteristicas.

3.7 Analises estatisticas
A Analise de Variancia (ANOVA) (P > 0,05) one-way foi aplicada no

experimento de influéncia da disponibilidade de agua na viabilidade e eclosao dos



ovos, seguido pelo Teste de Comparagao Multipla de Tukey. Para o experimento de
perda de peso foi aplicada a Anadlise de Variancia (ANOVA) (P > 0,05) two-way

seguido pelo Teste de Comparagao Multipla de Tukey.



4 Resultados
4.1 Registro visual da embriogénese
Foram realizados trés experimentos independentes em que se registrou, a
cada duas horas, a embriogénese completa de O. fasciatus, desde logo apds a
oviposicdo até a eclosdo das ninfas. O primeiro desses experimentos, com quatro
ovos, esta representado na Figura 5. Na apresentacdo oral da defesa sera mostrado
um video obtido a partir dessas imagens. E possivel observar uma mudanca de
coloragdo nos ovos: no momento em que sido postos sdo amarelo claro e
gradativamente escurecem para um tom laranja avermelhado. Também se observa a
katatrepsis, o fechamento dorsal e o desenvolvimento de estruturas anatémicas nos
tempos de 60, 62 e 66% de embriogénese, respectivamente, além de alteragbes no
formato da casca (vide abaixo). Ao todo foram capturadas imagens de 14 ovos e
destes, nove ovos eclodiram em um tempo total de embriogénese que variou entre
128 e 152 horas, A temperatura ambiente variou entre 23,1 e 29,9 °C e a umidade
relativa ambiente foi mantida aproximadamente em 62%. Desses nove ovos viaveis,
seis apresentaram alteragbes no formato do ovo (Tabela 1), que foram interpretados
como uma retracdo da casca (Figura 5). Em 34 a 60% do desenvolvimento
embrionario 0s ovos comegaram a apresentar retracado da casca, que perdura até 91
a 100%. ou seja, trés ovos dos que eclodiram nao apresentaram visualmente essa

retracao.

17,5% 38,75%




Figura 5: Visualizagdo externa da embriogénese completa de O. fasciatus. Ovos que se
desenvolveram a temperatura ambiente (24,8 a 28,3°C). Tempo total de embriogénese de 152 + 3h.
Na sequéncia se evidencia a mudanga na cor dos ovos, retragdo da casca de alguns deles, um ovo
que nao se desenvolveu e indicio de canibalismo desse ovo por uma ninfa recém eclodida.

Tabela 1:Parametros relacionados com os ovos viaveis que apresentaram retragdo da casca.
Foram utilizados ao todo 14 ovos nesse experimento dos quais 6 tiveram alteragcao de formato.

Periodos da embriogénese relacionados com a -

s 5 contragdo da casca (horas - percentual) Dur_a@ap da

Individuo embriogénese
Inicio Duragao Término (horas - percentual)

1 54h - 34% 102h - 64% 156h - 98% 160h - 100%

2 58h - 37% 88h - 56% 146h - 94% 156h - 100%

3 71h - 54% 60h - 46% 127h - 97% 131h - 100%

4 73h - 56% 54h - 41% 127h - 97% 131h - 100%

5 88h - 55% 64h - 40% 160h - 100% 160h - 100%

6 90h - 56% 62h - 39% 160h - 100% 160h - 100%

4.2 Registro visual da eclosao

Também foram realizados registros fotograficos da saida da ninfa de dentro do
ovo (Figura 6) A visualizacdo do processo externo da eclosado da ninfa é iniciada pelo
momento em que a parte mais superior da casca (parte dorsal) € rompida e finalizado
quando ocorre a retirada completa de todas as seis pernas de dentro da cuticula
embrionaria. Esse processo dura aproximadamente 20 minutos. Na apresentacéo
oral da defesa sera mostrado um video obtido a partir dessas imagens. Na
apresentacao oral da defesa sera mostrado um video do processo de eclosao.



Figura 6: Imagens externas do processo da eclosdo de um ovo de O. fasciatus. O ovo registrado
se desenvolveu em temperatura e umidade relativa ambiente, conforme descrito na Metodologia para
a criagdo da espécie. Antes da casca ser rompida ocorrem movimentos de contragdo do embrido
dentro do ovo (ndo mostrados aqui). Esses movimentos continuam durante o rompimento da casca e
seguem durante a saida completa do corpo da ninfa de dentro da cuticula embrionaria.

4.3 Influéncia da disponibilidade de agua na viabilidade e eclosédo dos ovos

A viabilidade e eclosao dos ovos foram avaliadas sob seis condigbes distintas
de disponibilidade hidrica: quatro condigdes de umidade relativa (U.R.) constante
(4,5, 29, 74 ou 99,9% U.R.), uma condicdo de umidade relativa variavel, que mimetiza
o regime ambiental encontrado na natureza (Halbritter, 2020) e uma condigéo de
inundacao parcial dos ovos, que mimetiza a situacdo hipotética de uma chuva
seguida de um alagamento do sitio de oviposicdo. Em todos os experimentos, as
quatro condi¢cdes fixas tiveram a sua constancia de U.R. mantida de forma
satisfatéria, com pouca variacdo, enquanto a condicdo ambiental variou entre 48 e
95% U.R. (Figuras 7 e 8).
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Figura 7: Graficos da variagdo da Umidade Relativa nas diferentes camaras ao longo do tempo.
A variagdo na U.R. (eixo y) ao longo do tempo (eixo x) de cada experimento foi registrada. Cada
coluna representa dados de experimentos independentes e cada linha a condigéo hidrica (29, condigao
variavel de 48 a 95, 74 e 99,9%). Todas as condi¢des de U.R. ficaram a 27 °C.
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Figura 8: Graficos da variagcdo da Umidade Relativa na camara de 4,5% ao longo do tempo. A
variacdo na U.R. (eixo y) ao longo do tempo (eixo x) de cada experimento foi registrada. Cada linha
representa um experimento independente em que todos foram mantidos a 27°C.

Cada condicdo experimental foi obtida em trés réplicas bioldgicas
independentes no tempo, com excecado das condi¢cdes de 4,5% U.R. e inundagao
parcial que tiveram 5 réplicas. Em todos os casos as fémeas realizaram oviposicao
por um periodo de 6 horas (que equivale a 5,5% da embriogénese total) em chumago
de algodédo seco, na condigdo da criagdo, em umidade relativa de ~ 65%. Em
seguida, os grupos de ovos com idade entre 2 e 8 horas foram transferidos para as
distintas condigbes de disponibilidade hidrica e ai mantidos até o fim da
embriogénese e eclosdo. A viabilidade (Figura 9) foi considerada quando a ninfa se
desprende completamente da casca do ovo. Nas condi¢cdes de U.R. constante de 29,
74 e 99,9% e de U.R. variavel, as taxas de viabilidade foram elevadas, sempre acima
de 80%. Ja nas condigdes extremas de 4,5% U.R. e inundagdo a viabilidade cai
significativamente (P<0,0001) quando comparado as outras condigdes, com valores

de 43 e 44%, respectivamente.

100- b b
b
.+
75—
o)
1)
o
— 50
&
=
25— *
0 :

T T T T |
4,5 29 48-95 74 99,9 Inundado

Figura 9: Viabilidade de ovos de O. fasciatus submetidos a diferentes condi¢6es hidricas. Na
condicdo "Inundado" os ovos ficaram em contato com a agua na regido lateral. Cada circulo
corresponde a uma réplica biolégica que possui entre 37 e 154 ovos. Linhas horizontais em negrito
indicam a média e as linhas horizontais nas extremidades das linhas verticais indicam o desvio padrao.
Um total de 2.505 ovos foram utilizados, considerando todas as condi¢gdes. Em todos os casos a
temperatura foi de 27,7 + 0,3 °C. Para cada condi¢cao de umidade relativa, os valores sao seguidos por



diferentes letras minusculas indicando se foram significativamente diferentes de acordo com o Teste de
Comparacgéo Multipla de Tukey, exceto a condi¢ao de inundagédo nao foi comparada no teste realizado.

De acordo com observacdes visuais, a maioria das ninfas que eclodem em
condicao de 5% de U.R. possuem a regido abdominal mais achatada e aspecto
ressecado. Nas demais condicdes de umidade relativa as ninfas recém-eclodidas nao
apresentaram morfologia alterada.

Nos ovos da condigao de inundagao parcial a regiao central do ovo e algumas
micropilas estiveram em contato direto com a agua e as outras regides do ovo que
estavam em contato com o ar estavam em alta U.R., proxima de 100%. Das ninfas
que eclodiram nessa condicdo foi identificado um padrdo de morfologia alterada
(Figura 10). Essa alteragdo foi perceptivel na regido do abdébmen devido ao
alongamento do corpo e menor pigmentacéo. Dos 477 ovos empregados na condigcao
de inundagao, 135 (28,5 %) completaram a embriogénese, mas morreram tentando
sair de dentro do ovo. Como a mortalidade dessa condigéo foi de 56% (posto que a
viabilidade foi de 44%, vide acima) metade dos individuos morreram apos finalizarem

a embriogénese, mas sem conseguirem completar a eclosao.



Figura 10: Imagens de ninfas que se desenvolveram e eclodiram em condi¢ao de 74% DE U.R. e
inundagao parcial. A) Ninfa que se desenvolveu em condi¢cdo de 74% de U.R. B) Ninfa que se
desenvolveu em condigcdo de inundagao parcial. Ambos os individuos se desenvolveram em
temperatura de 27°C.

4.4 Avaliagao da perda de peso molhado em ovos de O. fasciatus em diferentes
UR

Esse experimento foi realizado nas condigbes de 5, 75 e 99,9% UR (Figura
12). Os dados estdo apresentados em percentual do peso inicial cujo valor médio &
de 265,6 + 26,0 pg por ovo. Todos os valores apresentados sao de peso molhado
(wet weight) e foram avaliados entre 0 e 5 dias apds oviposicao, ou seja, entre 0 e
77% da embriogénese total. Em todas as condi¢cdes os ovos perderam peso, com
maiores taxas de perda ocorrendo em menores UR. Em 5% U.R. a média de perda
de peso total foi de 26% e ocorreu uma maior taxa de perda de peso a partir de 50%
do desenvolvimento (3 dias), quando se esta iniciando o processo de katatrepsis. Nas
condicdes de 75 e 99,9% UR a média de perda de peso total foi de 9% e 2%,
respectivamente. A porcentagem de eclosédo nas condigdes de 5, 75 e 99,9% de U.R.
foi de respectivamente 46, 91 e 90%, condizente com os dados obtidos anteriormente
(Figura 9).
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Figura 11: Perda de peso dos ovos de O. fasciatus ao longo da embriogénese em diferentes
condi¢coes de umidade relativa. Todas as fémeas ovipuseram por um periodo de 6 horas, passando
mais 2 horas até o inicio do experimento, quando todos os ovos foram pesados e os valores obtidos
foram considerados como 100%. O valor médio do peso de um ovo, logo apds ser posto, € de 265,6 +
26,0 pg. Grupos de ovos foram acondicionados nas diferentes UR e pesados a cada 24 horas, até o
dia 5 de embriogénese. Foram realizados 4 experimentos independentes para a condi¢do de 4,5% de
U.R. e para a condi¢do de 74 e 99,9% U.R. foram realizados 3 experimentos independentes. Ao todo
foram utilizados 1124 ovos. Para cada condicdo de umidade relativa, os valores sdo seguidos por
diferentes letras minusculas indicando que foram significativamente diferentes de acordo com o
TwoWay ANOVA (P<0,0001).

4.5 Comparagao da perda de peso e da taxa respiratéria em ovos de
Oncopeltus fasciatus

De acordo com dados publicados por Richards e Suanraksa (1962) houve um
aumento significativo na taxa de consumo de oxigénio (Figura 13) em ovos de
Oncopeltus fasciatus com aproximadamente 42% do desenvolvimento embrionario.
Logo em seguida, em aproximadamente 50% do desenvolvimento, de acordo com
dados gerados neste trabalho, os ovos apresentam a maior tendéncia de perda de

peso.
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Figura 12: Relagao entre perda de peso e taxa respiratéria ao longo da embriogénese de O.
fasciatus. Os dados experimentais de perda de peso em 75% U.R. presente na Figura 8 foram
relacionados com os dados de consumo de oxigénio obtidos por Richards e Suanraksa (1962).

4.5 Perspectiva: Estudo de higropreferencia do estagio de vida do ovo

Os resultados obtidos nas sec¢des 4.1, 4.2 e 4.3 apontam que existe um
desacoplamento entre os processos de embriogénese e eclosdo em O. fasciatus. Em
outras palavras: um embrido pode se tornar uma ninfa com sucesso dentro do ovo
(indicando que a embriogénese foi completada), mas ainda assim morrer durante o
processo de eclosdo. Dessa forma, a viabilidade dos ovos sé é alcangada quando
ocorre a finalizacdo de dois processos que sao sucessivos e independentes, ainda
que parcialmente relacionados entre si: embriogénese e eclosdo. Essas
consideragdes geraram o seguinte questionamento: Extremos de umidade relativa

afetam diferencialmente o embrido nos processos de embriogénese e ecloséo?



Assim, foi realizado um experimento piloto exploratério, com apenas uma réplica,

com o seguinte delineamento:

1) Ovos mantidos em 5% UR até o quinto dia de desenvolvimento embrionario,
quando foram colocados em 75% UR até a eclosao completa de todas as ninfas; 2)
Ovos mantidos inundados até o quinto dia, quando foram colocados em 75% UR até
a eclosao completa;

3) Ovos mantidos em 75% UR até o quinto dia, quando foram

colocados em 5% UR até a eclosao completa;

4) Ovos mantidos em 75% UR até o quinto dia, quando foram inundados e ai
mantidos até a eclosao completa;

5) Ovos mantidos em 75% UR até a eclosao completa (situagédo controle); Apos a
eclosdo completa foi analisada a viabilidade (Figura 14) de acordo com a
metodologia descrita no Item 3.6 acima. Os ovos que se desenvolveram em 75%
UR e no ultimo dia foram colocados em condigcdes extremas de 5% U.R. ou
inundagcdo tiveram menor percentual de viabilidade quando comparado as
condigdes em que os ovos se desenvolvem em condigdes extremas e eclodiram
em 75%

U.R..
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Figura 13: Higropreferéncia de ovos de O. fasciatus quando submetidos a diferentes
condigdes hidricas. Um grupo de ovos ficou durante todo o desenvolvimento em condigéo de 75% de
U.R. e outros 4 grupos ficaram 5 dias nas condi¢des de 5, 75, inundagéo parcial e 75% de U.R., no
restante da embriogénese e ecloséo ficaram respectivamente nas condigbes de: 75, 5, 75% U.R. e
inundagao parcial. Os ovos ficaram em temperatura de 27 °C e para esse experimento foram utilizados
372 ovos.



5. Discussao

Assim como todos os outros seres vivos, os insetos sdo influenciados por
diversos fatores abidticos, que podem afetar positivamente ou negativamente os
individuos e populagdes. Estudar como esses fatores influenciam os insetos é
importante para compreender como alteragbes ambientais condicionam as espécies
quanto a fecundidade, longevidade, velocidade do desenvolvimento e condicbes
favoraveis a sobrevivéncia das espécies, dentre outros aspectos da sua fisiologia
(Begon, 2009).

A umidade e temperatura sao dois dos fatores abiéticos que mais influenciam
a fisiologia dos insetos (Wigglesworth, 1972). A Umidade Relativa € uma forma de se
medir a quantidade de agua no ar, sendo a razado entre a pressao de vapor da agua e
a pressao de vapor de saturagdo da agua em uma mesma temperatura, expressa em
porcentagem. A quantidade de agua no ar também pode ser medida através da
pressao de vapor por unidade de ar. A pressao de vapor por unidade de ar é alterada
de acordo com a mudanga de temperatura (Al saffar, 1995). Em outras palavras: uma
mesma umidade relativa, quando ocorrendo em duas temperaturas diferentes,
apresentara diferentes pressdes de vapor.

A quantidade de agua no corpo dos insetos adultos varia em fungéo do tipo de
alimento que é ingerido e do ambiente em que vive, no estagio de ovo essa
quantidade de agua pode variar dependendo da espécie e local no qual os ovos sao
postos (Hadley, 1994). Existem cerca de 900.000 espécies terrestres de insetos
(aproximadamente 90% de todos os insetos) ou seja, um percentual proximo de 90%
dos ovos de insetos sao postos em ambientes secos e tendem a perder agua para o
ambiente, conforme observado neste trabalho para ovos de O. fasciatus e em
trabalho anterior realizado pelo grupo para ovos de T. castaneum (Santos e Rezende
(ndo publicados, vide Figura 1).

A disponibilidade hidrica afeta a sobrevivéncia e desenvolvimento embrionario
de Oncopeltus fasciatus. A espécie estudada possui uma faixa ampla de U.R. no qual
seus ovos sao capazes de se desenvolver, além da condicdo de inundagao parcial
dos ovos. Neste trabalho descobrimos que sao capazes de se desenvolverem em
faixa de 4,5 4 99.9% de U.R., porém com viabilidade reduzida na U.R. mais baixa. A
especie estudada neste trabalho ocorre principalmente na América do Norte e
América Central e habita pastagens abertas, margens de estrada e ambientes com

perturbagdes (Baldiwn e Dingle, 1986). Na condigdo em que os ovos ficaram



parcialmente inundados, ou seja, com uma parte da sua superficie em contato com a
agua e outra parte em contato com o ar com alta umidade, foram observados dois
padrées dentre os ovos que ndo eclodiram: muitos se desenvolveram até o final da
embriogénese e aparentemente morreram ai enquanto outros iniciaram o processo
de eclosao, sairam parcialmente de dentro da casca do ovo, mas nao conseguiram
conclui-lo, morrendo durante esse processo. De forma semelhante, foi observado
com Hypera postica (Coleoptera: Curculionidae) (Levi-Mourao et al, 2021; Norhisham
et al, 2013) que ovos que foram submetidos a condi¢céo de alta U.R. (>90%) tiveram a
eclosao afetada.

Ovos de algumas espécies de insetos absorvem &gua ao longo da
embriogénese (Wigglesworth 1972; Hadley 1994), mas em O. fasciatus estruturas
especializadas para esta fungdo sao desconhecidas. No entanto, durante a
respiracdo os embrides podem absorver agua, presumivelmente pela regido das
micropilas, que sao estruturas por onde passam 0Os espermatozoides para a
fecundacdo do ovo localizadas na regiao anterior dos ovos. Absor¢cdo de agua em
excesso durante o desenvolvimento embrionario acarreta inchaco do embrido,
dependendo da espécie esse processo pode dificultar processos mecanicos nos
individuos (Dorn, 1976). A limitacdo mecanica nos individuos pode dificultar
movimentos musculares necessarios para a ecloséo.

A taxa de trocas gasosas em ovos de O. fasciatus aumenta quatro vezes entre
30 e 70% de seu desenvolvimento. Em 30%, o consumo de oxigénio estda em
aproximadamente 0,05 mm? / ovo / hora e em 70% chega em 0,2 mm?®/ ovo / hora
(Figura 13). De 70 até 100% de embriogénese o consumo de oxigénio se mantém
estavel em 0,2 mm?® / ovo / hora (Richards and Suanraska et al. 1962). Em paralelo a
isso, com aproximadamente 50% do desenvolvimento a taxa de perda de peso nos
ovos é aumentada até o final da embriogénese, sugerindo que de fato a maior
respiragdo por parte do ovo leva a uma maior perda de peso. O volume do oxigénio
consumido é uma medida também utilizada para inferir a taxa metabdlica do
organismo (Willmer et al., 2005).

De acordo com os dados da Tabela 1, em média em 49% do desenvolvimento
inicia-se a retragdo da casca dos ovos e em seguida quando o consumo de oxigénio
atinge 0,15 mm?* / ovo / hora (em 50% do desenvolvimento embrionario) a perda de
peso se intensifica. De acordo com os resultados observados neste trabalho, a

retragdo da casca é devido ao murchamento do ovo, por conta da perda de agua e s6



€ observada em alguns individuos, possivelmente decorrente da posicdo em que os
ovos se encontram apoiados na placa de petri e a alta intensidade luminosa sobre
eles.

Em condicdes de 99% de Umidade Relativa os ovos perdem pouca agua para
o ambiente tendo uma redugao de 1 - 2% em seu peso total, enquanto em condicao
de 74% de U.R. perde cerca de 8 - 9%; em ambas as condi¢cdes a eclosao foi de
80%. Em condi¢cdo de baixa umidade relativa (4,5%) houve tanto um aumento na
perda de peso em 18% em relagao a condigcao ideal quanto uma perda de viabilidade,
indicando que pode existir um limite de perda de peso suportada pelos ovos da
espécie sem que ocorra perda de viabilidade e que, em 4,5% de U.R., esse limite foi
ultrapassado.

Ovos de O. fasciatus sao postos de forma agrupada com cerca de 10 a 30
ovos por aglomerado (Baldiwn e Dingle, 1986). Assim como observado por Clark e
Faeth 1998 com ovos de Chlosyne lacinia (Lepdoptera: Nymphalidae) e por Clements
(1992) com ovos de Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) o ato de agrupar os
ovos fara com que os mantidos na parte interna do aglomerado estejam protegidos
contra a perda de agua, garantindo maior sobrevivéncia da espécie.

Afim de se contextualizar de forma mais ampla os dados obtidos acima,
foi realizada uma comparacao da viabilidade dos ovos de Oncopeltus fasciatus em
diferentes U.R. com ovos de outros dois insetos considerados terrestres: o besouro T.
castaneum e a mosca D. melanogaster (Figura 11). Tendo em vista que a pressao de
vapor varia mais que a umidade relativa quando se altera a temperatura (Al saffar,
1995), todos os experimentos comparados foram realizados na temperatura de ~27
°C. Cada espécie apresenta padrao distinto: ovos de O. fasciatus apresentam alta
viabilidade entre 25 e 99,9% UR enquanto ovos de T. castaneum possuem alta
viabilidade entre 5 e 75% UR. Ja os ovos de D. melanogaster apresentam uma faixa

muito mais estreita com alta viabilidade: apenas entre 95 e 100% UR.
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Figura 14: Viabilidade de ovos de Oncopeltus fasciatus, Tribolium castaneum e Drosophila
melanogaster em diferentes condi¢gées de umidade relativa. Todos os dados foram obtidos na
temperatura de 27,0 - 27,5 °C. Os dados de O. fasciatus sdo os mesmos apresentados na Figura 5.
Um total de 1.120 ovos foram utilizados, considerando todas as condi¢des. Linhas horizontais nas
extremidades das linhas verticais indicam o desvio padrdo. Os dados de T. castaneum foram obtidos
pela Dra. Josiana Gomes de Andrade, LQFPP, UENF, em 4 experimentos independentes e os de D.
melanogaster foram extraidos de de Al-saffar et al. (1995).

A embriogénese de O. fasciatus dura em torno de 6 dias em condigao de 74%
de umidade relativa e temperatura de 27 °C. Os ovos O. fasciatus possuem
viabilidade alta em uma faixa ampla de condi¢gdes de baixas e altas umidades, além
de inundagao parcial. Ovos de T. castaneum possuem o tempo de desenvolvimento
com cerca de 4 dias em condigbes ideais (aproximadamente 75% de U.R.) e maior
porcentagem de viabilidade em condigdes de baixa umidade, e em condi¢des de alta
U.R. apresentam queda na taxa de eclosdo. A mosca D. melanogaster possui a
sobrevivéncia de seus ovos em uma faixa muito curta de umidade relativa, mas, por
outro lado, o tempo de embriogénese é mais curto, durando 24 horas. Portanto,
apesar da espécie D. melanogaster sobreviver em uma faixa curta de umidade
relativa, ela tem o ciclo de vida do ovo muito curto e assim esse estagio de vida tém
menos chances de, na natureza, se deparar com condi¢des de baixa U.R..

Durante a respiracdo dos insetos adultos, ocorre a perda de agua através dos
espiraculos. Em relagdo aos ovos que sdo organismos em estagio imobilizado, a
respiracao é fundamental para seu desenvolvimento embrionario (Chown e Nicolson,
2004). No entanto, ainda s&o pouco conhecidos os controles para evitar perda de
agua durante esse processo em O. fasciatus (Rutschky e Joseph, 1957).



Com base nos resultados de viabilidade em diferentes Umidades Relativas, foi
realizado um experimento exploratorio para identificar se os embrides que
desenvolveram na condi¢do de inundacao teriam maiores percentuais de eclosao se
colocados ao final da embriogénese, muito préximo a eclosdo, em condi¢gbes de
umidade relativa de 74 e 4,5%. E também se os embrides se desenvolvessem em
condicao de 74% e 5% de umidade relativa e no final da embriogénese fossem
colocados em condigao de inundagao ou baixa U.R., se teriam menores percentuais
de eclosao. A Partir desses resultados, foi gerado indicios que a umidade tem grande
influéncia ndo apenas no desenvolvimento embrionario, mas como no processo de

ecloséo.



4)
5)

. Conclusao

Ovos de O. fasciatus apresentam retracdo da casca durante o
desenvolvimento embrionario;

O ovo consegue se desenvolver em amplas faixas de disponibilidade hidrica;
Durante o desenvolvimento embrionario de O. fasciatus, maiores valores de
viabilidade sao obtidos quando os individuos sado submetidos a condi¢des
entre 29 € 99,9% U.R;;

Ocorre perda de peso durante o desenvolvimento embrionario em O.fasciatus.
Os ovos perdem peso ao longo da embriogénese, com maior perda ocorrendo
em menores U.R;

Embriogénese e eclosdo parecem ser fendmenos desacoplados em O.

fasciatus;
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