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RESUMO

A utilizacdo de Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) na
regulacdo populacional da broca-da-cana, Diatraea saccharalis (Fabricius)
(Lepidoptera: Crambidae) esté entre os programas de controle bioldgico aplicado
mais eficiente e reconhecido mundialmente. Entretanto, a qualidade deste
parasitoide pode ser comprometida devido a contaminacfes pelo microsporidio
Nosema sp. (Microspora: Nosematidae) em produgbes massais de D.
saccharalis, o0 que compromete a eficiéncia de C. flavipes. Exemplos como este,
demonstram a relevancia de compreender as interacdes simbiodticas e o efeito de
tais associacbes em populacbes de D. saccharalis e C. flavipes, a fim de
detectar possiveis alteracdes biologicas e morfolégicas mediadas pela acéo
desses microrganismos, bem como alternativas que mitiguem os efeitos
deletérios de tal associacdo. Com isso, este trabalho objetivou detectar a
presenca dos simbiontes facultativos do género Arsenophonus, Hamiltonella,
Cardinium, Spiroplasma, Rickettsia, Serratia, Wolbachia, Sodalis e Nosema em
D. saccharalis e C. flavipes, bem como, avaliar o efeito da infeccdo por esses
microrganismos no desenvolvimento do seu hospedeiro; avaliar as alteracdes
morfolégicas em C. flavipes ocasionadas pela infeccdo de Nosema sp. e o
potencial de 6leos essenciais e produtos antimicrobianos na reducéo da infec¢céo
de Nosema sp. em D. saccharalis. Para isso, foi realizado PCR diagnéstico por
meio de primers especificos para a detec¢cdo dos organismos simbiontes e as
caracteristicas bioldgicas e morfolégicas do hospedeiro infectado e néo infectado
foram comparadas. Foram analisadas a atividade de voo e as deformacdes de
C. flavipes mantidas em lagartas de D. saccharalis ndo contaminadas e
contaminadas com 1x10?%; 1x10%; 1x103 esporos de Nosema sp./lagarta e foram
avaliados o potencial antimicrobiano dos 6leos essenciais de: Cymbopogon
citratus, Schinus terebinthifolius, Baccharis dracunculifolia, Origanum vulgare e
Syzygium aromaticum e dos antibidticos: Albendy® (Albendazol), Flagimax®
(Metronidazol) e Pletil® (Tinidazol) na reducéo da infeccdo de Nosema sp. em D.
saccharalis, bem como, avaliados os efeitos do tratamento na biologia deste
lepidéptero e de C. flavipes. Nas amostras de D. saccharalis analisadas nao foi
detectada a presenca das espécies de simbiontes estudadas. Em C. flavipes foi
detectada a presenca do endossimbionte Wolbachia, sendo que, tal associacao
resultou em alteracfes biologicas neste parasitoide. Nosema sp. compromete a
capacidade de voo de C. flavipes e, isso se deve principalmente pelas alteragbes
em medidas morfolégicas e deformacdes nas asas ocasionadas pela infeccéao
desse patdgeno no parasitoide. Nas avaliacbes sobre o efeito de produtos
antimicrobianos no desenvolvimento de Nosema sp. os antibiéticos albendazol
(0,5 mg/mL) e metronidazol (1 mg/mL) e os 6leos essenciais de S.aromaticum
(0,01%), O. vulgare (0,01%) e de S. terebinthifolius (0,02 e 0,05%) demostraram
maior reducdo na infeccdo deste microsporidio em D. saccharalis, os quais
apresentaram pouco ou nenhum efeito deletério em parametros bioldgicos deste



lepidoptero e em C. flavipes. Os resultados apresentados neste estudo
evidenciam a importancia do controle de qualidade durante o processo de
producdo massal de inimigos naturais, bem como, fornecem informagdes que
servirdo como base para o aprimoramento e manutencdo da qualidade de C.
flavipes.

Palavras-chave: controle biol6gico; broca-da-cana; parasitoide larval;

microsporidio; controle de qualidade.



ABSTRACT

The use of Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) in the
population regulation of sugarcane borer, Diatraea saccharalis (Fabricius)
(Lepidoptera: Crambidae) is among the most efficient and recognized biological
control programs applied worldwide. However, the quality of this parasitoid may
be compromised due to contamination by the intracellular parasite Nosema sp.
(Microspora: Nosematidae) in mass productions of D. saccharalis, which
compromises the efficiency of C. flavipes. Examples such as this demonstrate
the relevance of understanding the symbiotic interactions and the effect of such
associations on populations of D. saccharalis and C. flavipes, in order to detect
possible biological and morphological changes mediated by the action of these
microorganisms, as well as alternatives that reduce the deleterious effects of
such association. With this, this work aimed to detect the presence of facultative
symbionts of the genus Arsenophonus, Hamiltonella, Cardinium, Spiroplasma,
Rickettsia, Serratia, Wolbachia, Sodalis and Nosema in D. saccharalis and C.
flavipes, as well as to evaluate the effect of infection by these microorganisms on
the fitness of their host; to evaluate morphological changes in C. flavipes caused
by Nosema sp. infection and the potential of antimicrobial products in reducing
Nosema sp. infection in D. saccharalis. For this, diagnostic PCR was performed
by means of specific primers for the detection of symbiont organisms and the
biological and morphological characteristics of the infected and non-infected host
were compared. Flight activity and deformations of C. flavipes maintained in
caterpillars of D. saccharalis not contaminated and contaminated with 1x10! were
analyzed; 1x102; 1x10% spores of Nosema sp./caterpillar and the antimicrobial
potential of essential oils of: Cymbopogon citratus, Schinus terebinthifolius,
Baccharis dracunculifolia, Origanum vulgare and Syzygium aromaticum and
antibiotics were evaluated: Albendy® (Albendazole), Flagimax® (Metronidazole)
and Pletil® (Tinidazole) in reducing Nosema sp. in D. saccharalis, as well as,
evaluated the effects of treatment on the biology of this lepidopteran and C.
flavipes. In the samples of D. saccharalis analyzed, the presence of the species
of symbionts studied was not detected. In C. flavipes, the presence of the
endosymbiont Wolbachia was detected, and this association resulted in biological
changes in this parasitoid. Nosema sp. compromises the flight capacity of C.
flavipes and, this is mainly due to changes in morphological measurements and
deformations in the wings caused by infection of this pathogen in the parasitoid.
In the evaluations on the effect of antimicrobial products on the development of
Nosema sp. albendazole (0.5 mg/mL) and metronidazole (1 mg/mL) and
essential oils of S.aromaticum (0.01%), O. vulgare (0.01%) and S. terebinthifolius
(0.02 and 0.05%) showed a greater reduction in infection of this microsporidium
in D. saccharalis, which showed little or no deleterious effect on biological
parameters of this lepidopterum and in C. flavipes. The results presented in this
study show the importance of quality control during the mass production process



of natural enemies, as well as provide information that will serve as a basis for
the improvement and maintenance of the quality of C. flavipes.

Keywords: biological control; sugarcane borer; larval parasitoid; microsporidium;

quality control.
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INTRODUCAO GERAL

A broca-da-cana, Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae) € uma importante praga da cana-de-acucar em todo o continente
americano, principalmente no Brasil, o principal produtor mundial desta cultura.
InfestacOes desta praga em canaviais acarretam em perdas econdmicas, devido
aos danos diretos ocasionados pela alimentacdo das lagartas e pelos danos
indiretos, os quais sao acarretados pela presenca de fungos oportunistas, que
desenvolvem podriddes e, com isso, diminuem o rendimento e a qualidade do
acucar e do etanol (VARGAS et al., 2015; FERREIRA et al., 2018).

As larvas deste lepiddptero se desenvolvem quase que completamente
dentro do colmo da planta e devido a esse comportamento o controle mais eficaz
para esta praga tem sido por meio da utilizacao de agentes de controle bioldgico,
com énfase aos parasitoides. No Brasil, € utilizado o parasitoide de ovos
Trichogramma galloi Zucchi (Hymenoptera: Trichogrammatidae), o parasitoide
larval Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) e o parasitoide de
pupa Trichospilus diatraeae (Cherian & Margabandhu) (Hymenoptera:
Eulophidae) (AGROFIT, 2021).

Cotesia flavipes é o agente de controle biolégico mais utilizado para a
regulacdo populacional de D. saccharalis. No Brasil, este parasitoide é
amplamente produzido, sendo liberado em aproximadamente 3,5 milhdes de
hectares de cana-de-acucar para o controle deste inseto, representando um dos
maiores programas de controle biolégico do mundo (PARRA; COELHO, 2019;
FONTES et al., 2020).

Apesar da eficiencia e ampla utilizacdo de C. flavipes como agente de
controle de D. saccharalis, existe uma preocupagcdo com a qualidade dos
parasitoides produzidos massalmente e, isso se deve principalmente a
diminuicao significativa na capacidade de voo e dispersao deste parasitoide em
campo nos ultimos anos no Brasil (BOTELHO et al., 1980; VOLPE et al., 2014;
DINARDO-MIRANDA et al., 2014). Tal ocorréncia demonstra a importancia do
controle de qualidade durante o processo de producdo massal deste parasitoide,
a fim de se obter individuos com eficiéncia para controlar a praga alvo em

campo. Dentre os fatores que podem esta relacionado com as alteracdes na
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aptiddo de C. flavipes é a associacdo com organismos simbiontes, 0s quais sao
responsaveis por uma ampla consequéncia ecolégica e evolutiva para as
espécies hospedeiras (HARRIS et al., 2010; DICKE; POELMAN, 2020).

A simbiose é um termo amplo usado para definir a associa¢do entre duas
ou mais espécies diferentes e o efeito que o simbionte tem sobre o hospedeiro,
sejam benéfico (mutualismo), neutro (comensalismo) ou prejudicial (parasitismo)
é utilizado para definir a forma de simbiose observada (DE BARY, 1879).

Os insetos sao hospedeiros naturais de indmeros microrganismos
simbiontes, 0s quais podem ser obrigatérios, desempenhando funcbes
ecoldgicas e biolégicas essenciais para a sobrevivéncia e facultativos, os quais
muitas vezes infectam apenas uma parte da populacéo, e sdo mantidos por meio
do fornecimento de beneficios condicionais ou por manipulacdo da reproducéo
do hospedeiro. A eliminacdo desses simbiontes facultativos frequentemente
resulta em pouco ou nenhum custo ou beneficio aparente para o inseto
hospedeiro (DOUGLAS, 1989; DURON et al,2008; BROWNLIE;
JOHNSON, 2009).

Interacdes simbidticas mutualisticas entre polidnavirus (PDVs) e Cotesia
spp. sdo comumente relatadas, e tal simbionte permite o desenvolvimento do
parasitoide imaturo dentro do hospedeiro (STOLTZ; VINSON, 1979; HERNIOU
et al., 2013; CONSOLI; KITAJIMA, 2017; TAN et al., 2018). S&do relatadas
também a infeccdo de Nosema sp. (Microspora: Nosematidae) em criagdes de
D. saccharalis e C. flavipes, entretanto, tal associacdo acarreta em efeitos
deletérios para estes hospedeiros (SIMOES et al., 2012; 2015).

Tais microsporidios sao parasitas intracelulares obrigatorios, com
aproximadamente 1400 espécies descritas representando 200 géneros, dentre
0S quais estdo associados a muitas espécies de invertebrados e vertebrados,
incluindo os insetos (HAN; WEISS, 2017). Infec¢cBes por este microrganismo em
insetos sdo geralmente crdnicas, ocasionando patologias no hospedeiro, tais
como fecundidade e longevidade reduzida (BJORNSON; Ol, 2014).

Infecgbes por Nosema sp. em criagdes de D. saccharalis sao comuns em
biofabricas brasileiras, desencadeando diversos efeitos deletérios neste
lepidoptero e em C. flavipes, visto que, alteragcdes em parametros biologicos e no
comportamento de busca destes hospedeiros sao afetados devido a

contaminacgéo pelo microsporidio (SIMOES et al., 2012; 2015). Aliado a isto,
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indicios que populacdes de C. flavipes infectadas por este patégeno apresentam
capacidade de voo reduzida, com uma porcentagem maior de individuos
caminhadores, entretanto, tais evidencias necessitam ser investigadas, a fim de
associar a infeccdo pelo microsporidio com a reducdo na atividade de voo e
disperséo do parasitoide (PAES, 2018).

Evidéncias como estas, apontam a necessidade de estudos que abordem
0s impactos desse microsporidio em aspectos morfolégicos de C. flavipes, bem
como, alternativas que eliminem ou reduzam a infeccdo de Nosema sp. em
criacoes de D. saccharalis e de C. flavipes. Além disso, a prospeccao de novos
simbiontes desses insetos deve ser investigada, a fim de detectar possiveis
alteracbes biologicas e morfolégicas mediadas pela acdo desses
microrganismos. Partindo disso, neste estudo serdo investigados: (1) deteccgéo
de simbiontes do género Arsenhoponus, Hamiltonella, Cardinium, Spiroplasma,
Rickettsia, Serratia, Wolbachia, Sodalis e Nosema em D. saccharalis e C.
flavipes mantidos em laboratério; (2) Alteracdes morfoldgicas e na capacidade
de voo de C. flavipes ocasionadas pela infeccado por Nosema sp. e (3) avaliar os
efeitos in vivo dos antibiéticos Albendy® (Albendazol) Flagimax® (Metronidazol)
e Pletil® (Tinidazol) e dos 6leos essenciais de Cymbopogon citratus, Schinus
terebinthifolius, Baccharis dracunculifolia, Origanum vulgare e Syzygium
aromaticum no desenvolvimento da infeccdo de Nosema sp. em D. saccharalis,
bem como, avaliar os efeitos de tais produtos em parametros bioldgicos deste
lepidoptero e de C. flavipes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo proporcionou resultados inéditos que servirdo de base para o
aprimoramento de estratégias de controle de qualidade em produ¢cfes massais

de D. saccharalis e C. flavipes.

Como principais resultados foram obtidos: (1) a primeira associagéo entre
C. flavipes e Wolbachia, sendo observadas alteragcdes em parametros bioldgicos
e na sobrevivéncia das fémeas em decorréncia desta associacéo; (2) infeccbes
de Nosema sp. em C. flavipes afetam a atividade de voo deste parasitoide e,
isso se deve principalmente, as alteracbes observadas em medidas morfologicas
e deformacbes nas asas; (3) foram descobertos produtos antimicrobianos
promissores para a redugédo da infeccdo de Nosema sp. em D. saccharalis, 0s
quais apresentaram pouco ou nenhum efeito deletério em parametros bioldgicos

deste lepidoptero e em C. flavipes.

Tais resultados fornecem informacgdOes valiosas sobre a influéncia de
microrganismos simbiontes no desenvolvimento de C. flavipes, bem como,
servirh como base para o aprimoramento de medidas de controle para infeccdes

microsporidias em criacdes de D. saccharalis e deste parasitoide.
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