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RESUMO

O sucesso na utilizacdo de parasitoides no campo estd diretamente relacionado a
capacidade de busca do hospedeiro, que pode ser afetada por alteracées nas
caracteristicas biolégicas, morfologicas, comportamentais ou pela presenca de
patdogenos dos insetos. Por isso, objetivou-se avaliar a qualidade dos parasitoides
Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera: Braconidae), Trichospilus diatraeae
(Cherian & Margabandhu) e Palmistichus elaeisis (Delvare & LaSalle) (Hymenoptera:
Eulophidae) multiplicados em Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae). Para isso, foram realizadas avaliacdes das caracteristicas biologicas,
morfologicas, comportamento de voo e identificagdo molecular de microsporidios em
populacdes de C. flavipes obtidas em seis biofabricas do Estado de Sao Paulo (A, B,
C, D, E e F) e de quatro biofabricas do Brasil (Sdo Paulo, Parana, Minas Gerais e
Alagoas). Nos parasitoides T. diatraeae e P. elaeisis foi realizada a identificagédo
molecular de microsporidios. As populacbées (A, B, C, D, E e F) diferiram nos
parametros avaliados. As populacdes A, C, E e F apresentaram predominancia de
parasitoides fémeas com razéo sexual acima de 0,65, enquanto que as populacdes B
e D apresentaram alta frequéncia de machos, média de 0,34. A populacéo E destacou-
se com tempo de sobrevivéncia mediana de 150 horas, no entanto, as fémeas das
populacées B e C tiveram a menor sobrevivéncia, com tempo médio de 49 e 26 horas,
respectivamente. Nos testes de voo houve predomindncia de parasitoides
caminhadores em todas as populacfes, porém, a populacdo D apresentou 37% de
insetos voadores, diferindo das demais. Os parasitoides oriundos de biofabricas
instaladas nos Estados de S&o Paulo, Parana, Minas Gerais e Alagoas apresentaram
caracteristicas bioldgicas e morfolégicas consideradas apropriadas para o agente de
controle bioldgico. Houve a predominéancia de parasitoides caminhadores em todas
populagcbes. Por meio de andlise de PCR foi detectado parasitas intracelulares
relacionados ao Filo Microsporidia em todas populagcbes de C. flavipes e nos
parasitoides de pupa T. diatraeae e P. elaeisis. Os isolados obtidos dos parasitoides
estdo estreitamente relacionados com espécies de parasitas do clado Nosema
sp./Vairimorpha sp., com base na analise filogenética foi considerado que os parasitas
presentes em C. flavipes pertencem ao mesmo grupo taxondmico e possuem uma

baixa diversidade genética. Assim, existe a necessidade de investigacdes detalhadas



do impacto desses parasitas nas populacbes de parasitoides multiplicados
massalmente em D. saccharalis e o aprimoramento do controle de qualidade em

criacdes massais do hospedeiro e dos parasitoides.

Palavras-chave: Parasitoide larval. Parasitoide de pupa. Controle biolégico. PCR.

Microsporidio.



ABSTRACT

The success in the use of parasitoids in the field is directly related to the capacity of
search of the host, which can be affected by changes in the biological, morphological,
behavioral characteristics or by the presence of insect pathogens. Therefore, the
objective was to evaluate the quality of parasitoids Cotesia flavipes Cameron
(Hymenoptera: Braconidae), Trichospilus diatraesae (Cherian & Margabandhu) and
Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) multiplied in Diatraea saccharalis
(Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae). For this, evaluations of the biological
parameters, morphological, flight behavior and molecular identification of microsporids
in populations of C. flavipes obtained from six biofactories of the State of Sdo Paulo
(A, B, C, D, E and F) and four biofactories in Brazil (S&o Paulo, Parana, Minas Gerais
and Alagoas). In the T. diatraeae and P. elaeisis parasitoids, molecular identification
of microsporidium was performed. The populations (A, B, C, D, E and F) differed in the
parameters evaluated. Populations A, C, E and F had a predominance of female
parasitoids with sex ratio above 0.65, while populations B and D presented a high
frequency of males, mean of 0.34. Population E stood out with a median survival time
of 150 hours, however, the females of populations B and C had the lowest survival,
with an average time of 49 and 26 hours, respectively. In the flight tests, there was a
predominance of parasitoid walkers in all populations, however, population D
presented 37% of flying insects, differing from the others. The parasitoids from
biofactories installed in the States of Sdo Paulo, Parana, Minas Gerais and Alagoas
presented biological and morphological characteristics considered appropriate for the
biological control agent. There was a predominance of parasitoid walkers in all
populations. PCR analysis revealed intracellular parasites related to Filo Microsporidia
in all populations of C. flavipes and pupae parasitoides T. diatracae and P. elaeisis.
The isolates obtained from the parasitoids are closely related to the parasite species
of the clade Nosema sp./Vairimorpha sp., based on the phylogenetic analysis it is
suggested that the parasites present in C. flavipes belong to the same taxonomic group
and have a low genetic diversity. Thus, there is a need for detailed investigations of
the impact of these parasites on populations of parasitoids massively multiplied in D.
saccharalis and the improvement of quality control in host and parasitoid mass

creations.



Keywords: Parasitoid larval. Pupal parasitoid. Biological control. PCR.
Microsporidium.
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INTRODUCAO GERAL

A cana-de-acucar € uma das principais culturas do agronegdcio brasileiro
(KOHLHEPP, 2010), com producéo estimada em torno de 647,6 milhdes de toneladas
de colmos na safra de 2017/2018 (CONAB, 2017). No Brasil, € cultivada em quase
todo o pais e ocupa posicado de lideranca na produtividade, tornando-se o maior
produtor de aclUcar e etanol de cana-de-acucar do mundo (KOHLHEPP, 2010;
CONAB, 2017).

Dentre os fatores limitantes que afetam a produc¢éo da cana-de-acucar, o estresse
biético causado por insetos-pragas é responsavel pelos maiores prejuizos observado
no setor sucroalcooleiro (DINARDO-MIRANDA, 2008). A broca-da-cana, Diatraea
saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae), principal praga dessa cultura, € um
lepidoptero que pode atacar todas as fases fenologicas, podendo ser extremamente
destrutiva, afetando a produtividade e qualidade da matéria-prima (DINARDO-
MIRANDA et al., 2013).

Os danos causados pela broca-da-cana séo classificados em diretos e indiretos.
Os danos diretos sédo decorrentes da alimentacao do inseto, que abre galerias nos
colmos e geram perda de biomassa. Os danos indiretos sdo ocasionados por fungos
oportunistas, que desenvolvem podriddes e prejudicam o processo de fermentacao,
afetando a producéo de acucar e alcool (BOTELHO et al., 1999; FONSECA et al.,
2015). Calcula-se que a cada 1% de infestacdo, ocorre diminuicdo de 0,42% de
acucar, 0,21% de alcool e 1,14% na producéo da matéria-prima (CANAOESTE, 2013).

Devido as caracteristicas biol6gicas desse inseto-praga, o controle nos cultivos é
uma tarefa dificil pelo fato das lagartas se desenvolverem em local protegido, ou seja
no interior do colmo, o que dificulta o contato e acdo dos inseticidas. Fato que
impulsionou a implementacédo do programa de controle biolégico de D. saccharalis e
a introducédo do parasitoide de larvas Cotesia flavipes Cameron 1891 (Hymenoptera:
Braconidae) (BOTELHO et al., 2002).

O manejo populacional da broca-da-cana é considerado um dos maiores
programas de controle biolégico em nivel mundial e o mais eficiente em
funcionamento no Brasil (PARRA, 2014). A fim de manter a populacdo desse inseto-
praga abaixo do nivel de dano econdmico, os principais inimigos naturais empregados

em liberacgOes inundativas sé&o pertencentes ao grupo dos parasitoides.
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Na supressédo da populacao de D. saccharalis, destacam-se o parasitoide de ovos
Trichogramma galloi (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e o parasitoide de larvas C.
flavipes (PARRA, 2014). Os parasitoides de pupa Trichospilus diatraeae (Cherian &
Margabandhu) e Palmistichus elaeisis (Delvare & LaSalle) (Hymenoptera: Eulophidae)
apresentam potencial (PARON; BERTI-FILHO, 2000; CHICHERA et al., 2012), mas
ainda ndo s&o encontrados comercialmente.

O parasitoide larval C. flavipes € o principal inimigo natural empregado no controle
da broca-da-cana, por meio de liberacfes inundativas em 3,3 milhdes de hectares de
cana-de-aclcar anualmente (PARRA, 2014). Esse parasitoide pertencente a ordem
Hymenoptera e a familia Braconidae € um micro himendptero que foi introduzido no
Brasil na década de 1970 (BOTELHO; MACEDO, 2002) e em decorréncia do
estabelecimento, indices de infestacdo que eram de 11% na década de 80, reduziram
para 2,8% no inicio do século XXI no Estado de S&o Paulo (POLANCZYK et al., 2004).
No entanto, existe a preocupacdo quanto a qualidade dos inimigos naturais
produzidos de forma massal (HIVIZI et al., 2009).

Nos programas de controle biolégico aplicado, a qualidade do inimigo natural é
fundamental para o sucesso da supressédo da populacdo de pragas em campo.
Resultados insatisfatérios da tatica de manejo podem comprometer todo o programa
desenvolvido ao longo de muitos anos de pesquisa (PREZOTTI et al., 2002). Assim,
o controle de qualidade é fundamental na producéo de parasitoides, visando identificar
problemas de producéo, sinais de deterioracdo da linhagem ao longo das geracdes e
garantir aos usuarios desse método a eficiéncia do produto adquirido (LEPPLA, 2003).

Os protocolos de controle de qualidade estabelecidos buscam avaliar
caracteristicas biolégicas dos inimigos naturais criados de forma massal. A
Organizacéao Internacional de Controle Biolégico (IOBC) estabelece que devem ser
avaliados: a razéo sexual, a longevidade, a emergéncia, a fecundidade, o parasitismo,
o tamanho da tibia e o numero de individuos produzidos por hospedeiro como
caracteristicas que garantam a qualidade e, consequentemente, 0 sucesso do inimigo
natural na supressao da populagéo dos insetos-praga (van LENTEREN, 2012). Aliado
a essas caracteristicas, avaliacbes de comportamento de voo, desempenho em
campo e ocorréncia de patogenos tem alertado para melhoria dos protocolos de
controle de qualidade (PREZOTTI et al., 2002; BJGRNSON; SCHUTTE, 2003; van
LENTEREN, 2012).
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Patégenos pertencentes a classe dos microsporidios (CORRADI; KEELING,
2009), podem comprometer o desempenho de inimigos naturais empregados em
programas de controle biolégico, causando aumento do tempo necessario para
completar o desenvolvimento, reducédo da longevidade dos adultos, diminuicdo da
taxa de emergéncia e da fecundidade, modificagbes comportamentais na busca do
hospedeiro (SIMOES et al., 2012; KERMANI et al., 2014), tamanho anormal do
abddémen dos adultos (SIMOES et al., 2015) e estresse energético (KURZE et al.,
2016).

Esses organismos séo parasitas intracelulares obrigatérios e necessitam de uma
célula eucariota para completar o ciclo de vida (DEAN et al., 2016). O ciclo de um
microsporidio tem inicio com a germinacdo dos esporos no limen do intestino médio
dos insetos, injetando o aparelho infeccioso, composto de um tubo polar que penetra
na membrana celular e permite que o esporoplasma seja transferido ao hospedeiro
(BIGLIARDI; SACCHI, 2001). Na célula hospedeira, o parasita cresce e se multiplica
dentro do citoplasma, utilizando organelas e produtos metabdlitos como substrato
para completar o ciclo. Apds a multiplicacdo, novos esporos sédo formados e liberados
por meio da lise celular para infectar outros tecidos ou serem liberados no ambiente
(GISDER et al., 2011; DEAN et al., 2016).

A ocorréncia de microsporideos em criacbes massais de D. saccharalis € um dos
principais problemas enfrentados pelas biofabricas no Brasil (SIMOES et al., 2015). A
associacdo desse patdgeno com hospedeiro pode desencadear uma variedade de
sintomas. Populacbes de D. saccharalis infestadas apresentam coloracéo
esbranquicada, alteracdes na duracdo e viabilidade dos estagios de larva e pupa,
longevidade de adultos, peso de pupa e tabela de vida de fertiidade que podem
prejudicar a eficiéncia do processo de multiplicagdo massal (SIMOES et al., 2015). C.
flavipes oriundas de lagartas infectadas também podem apresentar alteracdes na
duracéo e viabilidade dos estagios de larva e pupa, na longevidade de adultos e no
comportamento de busca do hospedeiro (SIMOES et al., 2012). Mesmo diante dos
impactos diretos causados pelo patégeno nos hospedeiros, ndo foram realizados
estudos de prevaléncia de microsporideos em populacbes de parasitoides
empregados em liberacdes inundativas.

Dessa forma, o objetivo geral do trabalho foi avaliar caracteristicas biologicas e
morfologicas de populacdes de C. flavipes oriundas de diferentes biofabricas do Brasil,

avaliar a capacidade de voo dos parasitoides e estabelecer um protocolo de
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identificagcdo molecular de microsporidios, visando aferir a qualidade dos inimigos

naturais criados em D. saccharalis.
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CAPITULO 1
Qualidade de Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera: Braconidae) produzida

em biofabricas do Estado de Sao Paulo

Jodo Paulo Pereira Paes!’, Vanessa Rafaela de Carvalho?, Bruno Rossitto de Marchi?,
José Romario de Carvalho?, Dirceu Pratissoli*, Regiane Cristina Oliveira de Freitas

Bueno!

1Grupo de Pesquisas em Manejo Integrado de Pragas na Agricultura, Faculdade de
Ciéncias Agronémicas - Universidade Estadual Paulista (UNESP), R. José Barbosa
de Barros, 1780, Fazenda Lageado, 18610-307, Botucatu, SP, Brasil.

’Laboratério de Gendmica Funcional & Microbiologia de Vetores, Instituto de
Biotecnologia - Universidade Estadual Paulista (UNESP), Alameda das Tecomarias,
S/N, Capéo Bonito, 18607-440, Botucatu, SP, Brasil.

3Laboratério de Virologia Vegetal, Faculdade de Ciéncias Agronémicas - Universidade
Estadual Paulista (UNESP), R. José Barbosa de Barros, 1780, Fazenda Lageado,
18610-307, Botucatu, SP, Brasil.

4Laboratério de Entomologia (NUDEMAFI), Departamento de Agronomia, Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias, Universidade Federal do Espirito Santo, Alto
Universitario s / n, CP 16, 29500-000, Alegre, ES, Brasil.

*Autor correspondente: Joéo Paulo P. Paes. E-mail: joaopauloppaes@hotmail.com

Resumo

A qualidade dos inimigos naturais empregados em liberacdes inundativas pode
influenciar a eficacia da tatica de manejo em campo. Assim, o objetivo deste estudo
foi avaliar caracteristicas biologicas, morfolégicas, comportamento de voo e presenca
de patdégenos em seis populacbes de Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera:
Braconidae) produzidas no Estado de S&o Paulo para o controle de Diatraea
saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae). As populagdes (A, B, C, D, Ee F)
diferiram principalmente no nimero de insetos por massa de pupas, na razao sexual
e na sobrevivéncia de fémeas. As populacdes B e D apresentaram baixa frequéncia
de fémeas, média de 0,34. A populacdo E destacou-se com tempo de sobrevivéncia

mediana de 150 horas. Houve predominancia de parasitoides caminhadores em todas
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as populagdes, no entanto, a populacdo D apresentou 37% de insetos voadores,
diferindo das demais. Foi detectado a presencga de microsporideos relacionados ao
clado Nosema sp. /Vairimorpha sp. em todas as amostras. A presenca de parasitas
intracelulares, aliado as variacdes biolégicas e comportamentais observadas nas
populacdes podem estar influenciando a qualidade das criagbes massais das
biofabricas estudadas.

Palavras-chave: Controle biolégico. Parasitoide larval. Microsporidia. PCR.

Abstract

The quality of the natural enemies employed in flood relief can influence the efficiency
of the field management tactic. The objective of this study was to evaluate the
biological, morphological, flight behavior and pathogen parameters of six populations
of Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera: Braconidae) produced in the State of Sado
Paulo for the control of Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). The
populations (A, B, C, D, E and F) differed mainly in the number of insects per pupal
mass, in the sex ratio and in the survival of females. Populations B and D showed low
frequency of females, mean of 0.34. The E population was detached with a median
survival time of 150 hours. There was a predominance of walkers parasitoids in all
populations, however, population D presented 37% of flying insects, differing from the
others. The presence of microspores related to the Nosema sp./ Vairimorpha sp. in all
samples. The presence of intracellular parasites, combined with the biological and
behavioral variations observed in the populations, interfere with the quality of mass

creations.

Keywords: Biological control. Larval parasite. Microsporidia. PCR.

1.1 INTRODUCAO

A broca-da-cana, Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae), é
uma das principais pragas da cana-de-aglucar (BOTELHO, 1992; DINARDO-
MIRANDA, 2008) e estd amplamente distribuida no Hemisfério Ocidental, nas
Ameéricas do Norte, Central e do Sul (JOYCE et al., 2014). As larvas desse inseto-

praga se alimentam do colmo, abrindo galerias que ocasionam perda de biomassa e
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permitem a entrada de microrganismo, que reduzem a producao de agucar e alcool
(BOTELHO et al., 1999; FONSECA et al., 2015).

O habito alimentar do inseto durante a fase jovem torna o controle populacional
da broca-da-cana uma tarefa dificil, pelo fato das lagartas se desenvolverem em local
protegido o que dificulta o contato dos inseticidas com o alvo, reduzindo a eficacia das
moléculas (BOTELHO, 1992). Tais dificuldades impulsionaram, no Brasil, a
implementacdo do programa de controle bioldgico da broca-da-cana e a introducao
do parasitoide larval Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera: Braconidae), importado
de Trinidad e Tobago em 1974 (MENDONGCA; RISCO; COSTA, 1977).

Nos primeiros 20 anos do programa de controle biolégico da broca-da-cana, o
parasitoide larval foi responsavel por reduzir os indices de infestacéo de 11 para 2,8%
(POLANCZYK et al., 2004). Atualmente, o emprego de C. flavipes para suprimir a
populacdo de D. saccharalis representa o maior programa de controle bioldgico
brasileiro, empregando o parasitoide em liberagdes inundativas em 3,3 milhdes de
hectares por ano (PARRA, 2014).

A utilizacdo de agentes entomdfagos para o manejo da populacdo de insetos-
pragas em campo esta diretamente relacionada com a qualidade do inimigo natural,
que deve ter capacidade de localizar e parasitar o hospedeiro apés a liberagdo. Um
dos maiores obstaculos no controle de qualidade de parasitoides, se refere ao
processo de multiplicacdo das biofabricas que pode gerar queda da variabilidade, em
virtude da deriva genética e do cruzamento entre os individuos (LEPPLA, 2003; van
LENTEREN, 2009). Outro fator relevante que pode afetar o desempenho dos inimigos
naturais é a ocorréncia de patégenos (BJGRNSON; SCHUTTE, 2003; SIMOES et al.,
2012).

A presenca de microsporidios, parasitas intracelulares, em populacdo de inimigos
naturais pode ser tornar um problema para os programas de controle biol6gico
(SIMOES et al., 2012). Geralmente, populacdes de agentes entomofagos infectadas
por esse patdgeno apresentam alteragbes nas caracteristicas biolégicas, como
aumento na duracao do periodo larval e pupal, reducédo da longevidade dos adultos e
namero de descendentes. A infeccdo pode ainda alterar o comportamento de busca
do hospedeiro (SIMOES et al., 2012; KERMANI et al., 2014).

Contudo, estudos que avaliam a presenca de patdogenos em populacdes de C.
flavipes sdo escassos na literatura. Desta forma, a hipétese deste trabalho é que a

presenca de microsporidios influencia a qualidade das populacdes de C. flavipes
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multiplicadas massalmente. Assim, o objetivo foi avaliar as caracteristicas biol6gicas
e morfologica de seis populacdes de C. flavipes oriundas de diferentes regides do
Estado de Sdo Paulo, bem como avaliar o comportamento de voo dos insetos e
estabelecer um protocolo de identificacdo molecular de microsporidios, visando aferir

a qualidade dos inimigos naturais empregados.

1.2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida nos laboratorios do Grupo de Pesquisa em Manejo
Integrado de pragas na agricultura “AGRIMIP” na Faculdade de Ciéncias Agrondmicas
(FCA), Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), em

Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

1.2.1 Obtencéo de amostras

Os adultos de C. flavipes foram obtidos de diferentes empresas (biofabricas A, B,
C, D, E e F) distribuidas em regifes do Estado de S&o Paulo. As amostras foram
compostas de 10 copos de liberacdo comercial, contendo aproximadamente 30
massas de pupas do inimigo natural. As massas foram levadas ao laboratério e
mantidas sob condicdes de temperatura de 25 + 2 °C, umidade de 70 + 10% e fotofase
de 12 horas para evitar possiveis estresses e modificacdo das caracteristicas
biolégicas das populacdes.

As massas de pupas dos parasitoides das diferentes populacbes foram
classificadas em pequenas (1,3 a 2,5 cm de comprimento), médias (2,5 a 3,5 cm de
comprimento) e grandes (3,5 a 4 cm de comprimento) (VACARI et al., 2012a). As
massas médias foram divididas em dois grupos:

No primeiro grupo, as massas foram individualizadas em tubos de vidro de fundo
chato (2 cm didmetro x 8 cm altura), contendo uma goticula de mel para alimentacéo
e vedados com filme plastico de PVC. ApoOs a morte dos adultos, foram avaliados o
namero de individuo por massa, a raz&o sexual e a viabilidade das massas. Separou-
se aleatoriamente 20 fémeas de cada populagdo e com o auxilio de uma ocular
micrométrica acoplada ao estereomicroscépio e foi realizado a medicdo do
comprimento da tibia posterior.

No segundo grupo, as massas foram acondicionadas em potes plasticos (15 cm

de didmetro x 20 cm de altura), contendo mel para alimentacédo e fechados com tecido
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voile. Quando verificado a emergéncia dos primeiros individuos, estes foram
descartados a fim de padronizar a idade, utilizando adultos de até no maximo 3 horas
de vida nas avaliacdes de sobrevivéncia. Selecionou-se aleatoriamente 20 machos e
20 fémeas de cada populacéao, individualizando-os em tubos Duran (1 cm de diametro
x 5 cm altura), contendo uma goticula de mel e fechados com tecido voile, realizando

as avaliagGes duas vezes ao dia até a morte de todos individuos.

1.2.2 Teste de voo

Nos ensaios de voo foi usada a gaiola de PVC, modelo IOBC, adaptado
(PREZOTTI et al., 2002). A parte interna do tubo foi revestida com cartolina preta e o
fundo fechado com disco de isopor revestido por plastico preto. Como mecanismo
separador dos insetos caminhadores foi fixado um anel contendo cola entomolégica a
3,5 cm da borda inferior do tubo. A parte superior da gaiola foi fechada com placa de
Petri (15 cm de diametro) impregnada com cola para coleta dos insetos voadores.

Massas de pupas de C. flavipes prestes a emergirem foram individualizadas em
tubo de vidro de fundo chato (2 cm didmetro x 8 cm de altura), contendo uma goticula
de mel para alimentacéo e fechados com tecido voile. Em seguida, esses tubos foram
fixados no centro das gaiolas de voo e foram colocados em bancada com iluminacéo
constante por 72 horas. Posteriormente, foram avaliados a porcentagem de
parasitoides voadores (presos na placa de Petri), caminhadores (presos do anel) e no

fundo (deformados).

1.2.3 Padronizacao de amostras para identificacdo molecular

As lagartas de terceiro instar sintomaticas de D. saccharalis foram utilizadas na
confeccéo de esfregacos para identificacao preliminar de esporos de microsporideos.
Os insetos foram mortos por congelamento, em seguida, foi realizado um corte
transversal com bisturi no abdémen dos mesmos. O conteudo extravasado foi
colocado sobre uma lamina de vidro, adicionando uma gota de solucéo salina (0,85%
NaCl) para maceracao sobre a lamina microscopica, sendo o excesso do conteudo
corporal dos insetos retirado com uma pinca. As laminas foram fixadas em metanol
por dez minutos e secas ao ar. A coloracédo dos esporos foi realizada com Giemsa
(BJORNSON, 2008) diluida a 50% durante 30 minutos. As laminas foram lavadas em
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agua corrente para retirar o excesso do corante e secas ao ar. Os esfregacos foram
visualizados em microscopio de contraste de fase com aumento de 1000x (Zeiss
Primo Star) (ALVES et al., 1998).
1.2.4 Extracdo de DNA gendmico

Os exemplares sintomaticos de D. saccharalis e as amostras de C. flavipes foram
armazenados em congelador a -20°C. ApGs o descongelamento foi selecionada
aleatoriamente uma lagarta para extracdo do DNA gendmico e padronizacdo da
reacdo de polimerase em cadeia (PCR). A lagarta foi lavada com solucéo salina
(0,85% NacCl), desinfestada com alcool 70 °GL e macerada, posteriormente, removeu-
se as partes maiores do corpo do inseto. Foi adicionado ao contetdo corporal 80 uL
de solucdo Chelex a 10% e 8 pL de proteinase K a 20 mg/mL em microtubo. Em
seguida, a amostra foi colocada em bloco térmico a 95 °C por 20 minutos. O mesmo
procedimento foi realizado para extracao dos parasitoides, entretanto, foi empregado
um “pool” de 50 individuos macerados. O protocolo para extracdo de DNA foi realizado
(COOMBS; GOUGH; PRIMROSE, 1999) utilizando resina Chelex 100®. Os
sobrenadantes foram coletados para a realizagéo da PCR.

1.2.5 PCR e Sequenciamento

A partir do DNA total extraido, foi realizado um PCR utilizando os iniciadores
(primers) universais para microsporideos (F) CACCAGGTTGATTCTGCC e (R)
TTATGATCCTGCTAATGGTTC, tamanho de 222 pb (VOSSBRINCK et al., 1993) que
amplificam a regido small subunit (SSU) do RNA ribossémico.

As reacfes foram preparadas contendo 12,5 pL de Gotaq Hot Start (Promega), 5
U/uL Taq, 100 pM de cada dNTP e 25 mM MgClz, 5 pL de Nuclease Free Water
(Promega), 1,25 pL de cada primer [10 mM] e 5 pL de DNA gendmico, totalizando 25
ML por reacao. A PCR foi realizada em termociclador INFINIGEN (modelo TC-96CG)
com desnaturagao inicial por 4 minutos a 95 °C, seguida por 45 ciclos com
desnaturacao a 95 °C por 1 minuto, seguida pela fase de anelamento a 48 °C por 1
minuto e extensédo a 72 °C por 1 minuto e com uma fase final de polimento por 4
minutos a 72 °C (TAY; O'MAHONY; PAXTON, 2005).
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Os produtos da amplificagdo da PCR foram visualizados por eletroforese em gel
de agarose 1%, utilizando marcador de 100 pb (Norgen) e transiluminador de luz UV
(Major Science).

A purificacdo do produto da PCR foi feita seguindo as recomendacdes do Norgen
PCR Purification Kit (Qiagen, Cat#14400). O sequenciamento foi realizado por
sequenciador automatico de DNA Sanger (Modelo: ABI 3500 - Applied Biosystems)
no Instituto de Biotecnologia (IBTEC - UNESP).

1.2.6 Andlise estatistica

1.2.6.1 Caracteristicas biologicas, morfologica e sobrevivéncia de C. flavipes

As caracteristicas biolégicas (nUmero de insetos/massa de pupas, emergéncia e
razdo sexual) e morfolégica (comprimento da tibia de insetos fémea) foram
submetidos a analise de variancia (p < 0,05) e os residuos avaliados quanto a
normalidade e homogeneidade de variancias pelos testes Shapiro-Wilk (p > 0,05) e
Bartlett (p > 0,05), respectivamente. As médias das caracteristicas bioldgicas foram
comparadas pelo teste Tukey (p < 0,05). Na auséncia de normalidade e
homogeneidade de variancia, procedeu-se a analise ndo paramétrica por meio do
teste Kruskal-Wallis (p < 0,05), sendo as medianas comparadas pelo teste Dunn (p <
0,05) (ZAR, 2010).

Os dados de sobrevivéncia foram submetidos ao teste LogRank (p < 0,05)
(MOORE, 2016), comparando machos e fémeas dentro de cada populacdo e as
fémeas entre as populacoes.

Com base nas caracteristicas bioldgicas, morfologica e sobrevivéncia de fémeas
C. flavipes foi gerada a matriz de dissimilaridade calculada por meio da distancia
Euclidiana entre as populacdes das empresas estudadas. A matriz de dissimilaridade
foi padronizada por normalizacdo e submetida a analise de agrupamento hierarquico
pelo método de ligacdo média ndo ponderada (BORCARD et al., 2011; MINGOTI,
2013). O agrupamento obtido foi avaliado pelo indice de Sinolhete. A partir da
definicdo do numero de grupos, procedeu-se a confec¢cado do dendrograma com base

na matriz de dissimilaridades. Realizou-se ainda a analise de coordenadas principais
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(PCoA) a partir da matriz de dissimilaridades (LEGENDRE; LEGENDRE, 1998;
BORCARD et al., 2011).

Utilizou-se o pacote “ExpDes.pt” para a analise paramétrica (FERREIRA;
CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2018) e a fungao “kruskal.test” do pacote “stats” para a
analise ndo paramétrica (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008), sendo o teste Dunn
analisado pelo pacote “PMCMR (POHLERT, 2014). A anélise de sobrevivéncia foi
realizada no pacote “survival” (THERNEAU, 2015). As analises multivariadas, matriz
de dissimilaridade e analise de PCoA foram calculadas com as funcdes “dist” e
‘cmdscale” do pacote “stats”, respectivamente. A padronizacéo foi feita pela funcéo
“‘decostand” do pacote “vegan” (OKSANEN et al., 2017) e a determinacgé&o e validacéo
do numero de grupos pelo pacote “NbClust” (CHARRAD et al., 2014). Todas as
analises foram realizadas utilizando o aplicativo computacional R versdo 3.4 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008).

1.2.6.2 Teste de voo de C. flavipes

Na avaliacdo das populacdes dentro de cada grupo (voadores, caminhantes e
deformados) foi utilizado o modelo linear generalizado com residuo, seguindo
distribuicdo de Poisson com funcdo de ligacao candnica logaritmica [MLG (Poisson,
link = “log”)] (FARAWAY, 2017). As populagdes de C. flavipes foram alinhadas dentro
de cada grupo e consideradas como variaveis aleatorias. O MLG foi testado por meio
da analise de variancia e teste F. As comparacfes pos teste foram realizadas por
contrastes de Tukey (p < 0,05).

O MLG foi calculado pela fungao “glm” do pacote “stats” do aplicativo R e os
contrastes analisados no pacote “multicomp” (HOTHORN; BRETZ; WESTFALL,
2008).

1.2.6.3 Andlise filogenética

As sequéncias de nucleotideos de SSU rRNA referente aos isolados de
microsporideos obtidos de D. saccharalis e das amostras de C. flavipes foram
analisadas utilizando o programa Geneious v. 9.1.5 e comparadas ao banco de dados

(GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para a identificacdo de similaridade genética.
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Em seguida, foi construido um alinhamento, utilizando o programa Geneious V.
9.1.5, com as sequéncias obtidas nesse estudo acrescentadas de outras sequéncias
de microsporidios obtidas no GenBank. A andlise filogenética foi feita utilizando o
programa MrBayes 3.2.2 (HUELSENBECK; RONQUIST, 2001). A andlise Bayesiana
foi realizada para 30 milhdes de geragbes com amostragem a cada 1000 geragodes.
Cada analise constituiu de quatro corridas independentes, cada uma utilizando quatro
cadeias de Markov acopladas. A convergéncia da corrida foi monitorada encontrando
o platd no score de probabilidade (desvio padréo de frequéncias divididas < 0.0015).
Os primeiros 25% de cada corrida foram descartados para a estimativa de uma

topologia consenso e probabilidade posterior para cada no.

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Caracteristicas biologicas, morfologica e sobrevivéncia de C. flavipes

Houve diferenca no niumero de insetos por massa de pupas entre as populacdes
das biofébricas C e D. A maior quantidade de adultos foi observada na populacédo da
biofabrica C, média de 102 parasitoides. A menor média de adultos emergidos (77,9)
foi verificada em massas de C. flavipes da biofabrica D. Foi verificado emergéncia
média de 96,0; 94,5; 84,7 e 93,9 individuos por massa de pupas nas biofabricas A, B,
E e F, respectivamente (Figura 1A).

A viabilidade diferiu nas populagdes de parasitoides avaliadas, sendo que dentre
estas, verificou-se a emergéncia de 93% dos adultos da biofabrica A e 86,6% dos
adultos da biofabrica B. As biofabricas C, D, E e F apresentaram valores de
emergéncia intermediarios variando entre 88,6 e 91,1%. Independente das
populacdes, todas as amostras de C. flavipes apresentaram emergéncia acima de
85% (Figura 1B).

Houve diferenca estatistica entre as médias de razdo sexual para as populacdes
de C. flavipes estudadas. As populacdes das biofabricas A, C, E e F tiveram as
maiores medias para este parametro, variando de 0,65 a 0,75. Entretanto, as
biofabricas B e D apresentaram menor proporcéo de fémeas, com razdo sexual média
de 0,34 (Figura 1C).

O comprimento da tibia das fémeas de C. flavipes foi estatisticamente diferente

entre as populagbes. As maiores medianas foram observadas na biofabrica C (0,63
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mm) e na biofabrica D (0,61 mm). Os menores comprimentos de tibia foram obtidos
de fémeas das biofédbricas A, B, E e F que variaram de 0,57 a 0,59 mm (Figura 1D).

Figura 1 - Caracteristicas biolégicas e morfologica de seis populagfes de Cotesia flavipes (Cameron)
(Hymenoptera: Braconidae) oriundas de biofabricas do Estado de Sao Paulo, Brasil. Nimero
de insetos por massa de pupas (A), viabilidade (B), razdo sexual (C) e comprimento da tibia
de fémeas (D). Barras (médias + erro padrdo) acompanhadas por mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste Tukey® ou Dunn @ (p < 0,05)
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As funcdes de sobrevivéncia indicam que n&o houve diferenga na longevidade
mediana de machos e fémeas da mesma populacéo (Figura 2). Contudo, ao comparar
a sobrevivéncia de fémeas de cada biofabrica, foram observadas diferencas entre as
populacfes avaliadas (Figura 3). As fémeas da biofabrica E foram as mais longevas
com tempo de sobrevivéncia mediana de 150 horas, seguida da biofabrica A com
tempo de vida de 125 horas e da biofabrica D com sobrevivéncia de 120,5 horas. As
fémeas oriundas das biofabrica B e C, foram as que tiveram as menores sobrevidas,

com tempo mediano de 49 e 26 horas, respectivamente (Figura 3 A e B).
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Figura 2 - Sobrevivéncia de machos e fémeas de seis populacdes de Cotesia flavipes (Cameron)
(Hymenoptera: Braconidae) oriundas de biofabricas do Estado de Sdo Paulo, Brasil.
Populacao da biofabrica A (A), biofabrica B (B), biofabrica C (C), biofabrica D (D), biofabrica
E (E) e biofabrica F (F). NSNao significativo pelo teste LogRank (p > 0,05)
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Figura 3 - Sobrevivéncia (A) e sobrevivéncia média (B) de fémeas de seis populacdes de Cotesia
flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) oriundas de biofabricas do Estado de Séo
Paulo, Brasil. Barras (médias + erros-padrao) acompanhadas por mesma letra néo diferem
entre si pelo teste de LogRank (p > 0,05)
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Com base na anélise de agrupamento, foi observada a formacao de cinco grupos
a partir das caracteristicas biolodgicas, morfolégica e de sobrevivéncia das populacdes
de C. flavipes (Figura 4A): o grupo 5, composto pelas biofabricas D e E, apresentou
grande similaridade entre as populacdes; o grupo 4 foi formado por individuos da
biofabrica A; o grupo 3, pela biofabrica F; e os grupos 2 e 1, por agentes entomofagos
das bioféabricas C e B, respectivamente. As populacdes das biofabricas D e E, foram
as que produziram os inimigos naturais com as melhores caracteristicas, mesmo
apresentando variagdes na propor¢ao de machos e fémeas.

Tal resultado pode ser verificado pela analise de coordenadas principais (Figura
4B), na qual, o primeiro eixo corresponde 98,53% da variacdo dos dados, mostrando
gue todas variaveis afetaram o agrupamento. Porém, a sobrevivéncia seguida do
namero de insetos por massa foram as variaveis que geraram a maior influéncia sobre

a formacgé&o dos grupos.
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Figura 4 - Andlise de agrupamento pelo método de ligacdo média (A) e andlise de coordenadas
principais (B) de Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) oriundas de
biofabricas do Estado de Sdo Paulo, Brasil. Retdngulos/nomes de empresas coloridos
representam os grupos formados
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1.3.2 Teste de voo

Dentro de cada categoria (voadores, caminhantes e deformados) foi observado
diferenca entre as populac¢des de C. flavipes oriundas das empresas (MLG-Poisson;
Gl =5, p<0,001; Gl =5, p<0,001; Gl =5, p=0,005). Os “voadores” foram mais
presentes na populacéo da biofabrica D, com cerca de 36,9%, que diferiu das demais
populacdes (Figura 5). As populacdes da biofabrica A e da biofdbrica C foram
semelhantes (19,7 e 18,1, respectivamente). A biofabrica B apresentou 8,0% e a
biofabrica E 12,1%. A populacdo da biofabrica F apresentou a menor presenca de
insetos voadores (< 1%).

A categoria “caminhantes” foi a mais abundante (Figura 5). A populacdo da
biofabrica F apresentou o maior valor de ocorréncia (98,1%) e diferiu das populacdes
da biofabrica A, biofabrica C e biofabrica D. As popula¢des da biofabrica B e da
biofabrica E apresentaram valores semelhantes (87,6 e 86,6, respectivamente),
diferindo apenas da populacdo da biofabrica D. Além de apresentar a maior variacao,
a populacdo da biofabrica D teve a menor porcentagem de insetos caminhantes
(61,0%).

A categoria composta por individuos “deformados”, apesar das diferencgas
observadas, foi de menor ocorréncia (< 5%). Os maiores percentuais de ocorréncia

foram observados nas populagbes da biofabrica B, biofdbrica C e biofabrica D,
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enquanto que a populagdo da biofabrica A ndo apresentou individuos deformados
(Figura 5).

Figura 5 - Porcentagem de insetos voadores, caminhantes e deformados de seis popula¢fes de Cotesia
flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) oriundas de biofébricas do Estado de Séo
Paulo, Brasil. Gréafico de caixa mostram os percentis médios de 25-75%. Bigodes mostram
todos os dados, excluindo valores discrepantes. Valores discrepantes (circulos) séo valores
superiores a 1,5 vezes o comprimento da borda superior e inferior da respectiva caixa. As
diferentes letras indicam diferengas significativas entre tratamentos dentro de cada contexto
(MLG-poisson seguido pelo teste Tukey, p < 0,05). ® Parasitoides capazes de voar. @

Parasitoides que ndo voaram, mas ndo apresentavam deformacéo visivel. ) Parasitoides com
deformacéo visivel
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1.3.3 PCR e Andlise filogenética

A reacdo de PCR revelou, através da amplificacdo de RNA ribossémico de

microsporideos, que todas as amostras de C. flavipes avaliadas apresentaram
presenca de parasitas deste grupo (Figura 6).
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Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose (1%) da amplificacdo dos produtos de PCR da regido small
subunit (SSU) do RNA ribossémico para identificagdo de microsporideos. Coluna M:
Marcador de DNA de 100 pb. Colunas 1-6. Amostras positivas de Cotesia flavipes
(Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) para biofabricas [C, A, F, D, E e B]. Coluna (-).
Controle negativo, sem amplificacéo

500 pb s |
200 pb - .. o “..

M 1 2 3 4 5 6 ()

A arvore filogenética da regido SSU do RNA ribossémico agrupou as populacées
de microsporidios presentes em C. flavipes e D. saccharalis em um mesmo clado
juntamente com amostras de Vairimorpha sp. e Nosema sp., sugerindo que 0S
parasitas presentes nas amostras pertencem a esse mesmo grupo taxonémico (Figura
7). Além disso, o agrupamento de todas as amostras em um mesmo clado indica uma

baixa diversidade genética dos microsporidios presentes nas biofabricas do Estado
de Sao Paulo.
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Figura 7 - Arvore filogenética da regido small subunit (SSU) do RNA ribossémico de microsporidios de

Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) e Diatraea saccharalis (Fabricius)
(Lepidoptera: Crambidae) obtidos em biofabricas do Estado de Sdo Paulo. O alinhamento
constituiu de 38 sequéncias e a analise foi conduzida utilizando o programa MrBayes v. 3.2.2.
Sequéncias obtidas nesse trabalho estdo destacadas em azul

Nosema_spodopterae_1_Spodoptera_litura_AY211392

Nosema_spodopterae_2_Spodoptera_litura_AY747307

ﬁNosema sp.7_Bombyx_mori_HQ615701

Nosema_bombycis_2__Zhenjiang__Bombyx_mori_EU864525

t‘ Nosema_bombycis1_GX_3__Bombyx_mori_JF443579

Nosema_heliothidis_Helicoverpa_armigera_FJ772435

Nosema_sp._5_NIK_1s_mys__Bombyx_mori_HQ615699

[— Nosema_bombi_1_Bombus_terrestris_AY008373

I_ Nosema_bombi2_Bombus_hypnorum_AY741101
Nosema_bombi3_Bombus_impatiens_GQ254295

Nosema_apis_1_Apis_mellifera_X73894
,jNosema_apis_4_Ap45_melIi(era_NAU971 50
tNosema apis_2_Apis_mellifera_FJ789790

Nosema_apis_3_Apis_mellifera_FJ789787

— Nosema_carpocapsae_Cydia_pomonella_AF426104

r— Nosema_ceranae_1_Apis_mellifera_FJ789788

Nosema_ceranae_2_Apis_mellifera_EU025027
1 i |: Nosema_ceranae_3_Apis_mellifera_EU045844

Nosema,ceranae,S,Apis,mell ifera_DQ374656

‘— Nosema_ceranae_4_Apis_mellifera_FJ481912
Nosema_Portugal_Lymantria_dispar_AF033316
TE Nosema_sp._4__Noctuidae_moth_AF141130

Thelohania_disparis_Lymantria_dispar_DQ272237

1.4 DISCUSSAO

Nosema_sp._3_Apis_mellifera_EF585399

‘— Nosema_thomsoni__Choristoneura_conflictana_EU219086
Nosema_oulemae_Oulema_melanopus_U27359

— Nosema_sp._1_Bombyx_mori_AY017212

[— Vairimorpha_sp._1_AY311592

— Vairimorpha_sp._3_EU487251

[—{ Diatraea_saccharalis_Biofabrica, A]

—{Q’olegia flavipes_Biofabrica_C |

07
—| Cotesia_flaviges_Biofabrica_A l
H Cotesia_flavipes_Biofabrica_E |
H Cotesia_flavipes_Biofabrica_B |

H Cotesia_flavipes_Biofabrica_F |

'{ Cotesia_flavipes Biofabrica D}

P Nosema_sp._2_Bombyx_mori_AY017213
).95
[ Vairimorpha_necatrix_Pseudaletia_unipuncta_DQ996241

As alteracbes das caracteristicas biologicas e do comportamento

de voo

observadas em populagcdes de C. flavipes podem estar relacionadas com a infeccéo

por microsporideos.

A gqualidade dos inimigos naturais tem sido inferida por meio da avaliagdo dos

aspectos bioldgicos e morfolégicos, como razdo sexual, longevidade, viabilidade,

namero de individuos, capacidade de voo e tamanho de tibia (van LENTEREN, 2009).

As variagOes observadas nas populagdes de C. flavipes para as variaveis niumero de
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insetos por massa de pupas, viabilidade e tamanho de tibia sdo similares aos
encontrados por outros trabalhos que consideram a emergéncia superior a 85%,
longevidade maior que dois dias, emergéncia média de 70 parasitoides por massa de
pupa, tibia de médio variando de 0,57 a 0,61 mm e raz&o sexual acima de 0,5, como
caracteristicas adequadas para esse parasitoide (SIMOES et al., 2012; VEIGA et al.,
2013; TREVISAN et al., 2016).

No entanto, a baixa frequéncia de fémeas observada nas biofabricas B e D pode
afetar o desempenho desses inimigos naturais (Figura 1C), visto que a proporcéo de
40% de machos e 60% de fémeas poderia favorecer o estabelecimento e controle das
populacdes de insetos-praga no campo (CAMPOS-FARINHA; CHAUD-NETTO,;
GOBBI, 2000). Populacdes de parasitoides com predominancia de machos podem
apresentar baixa eficiéncia de parasitismo. Além disso, o curto periodo de sobrevida
observado para populacbes das biofabricas B e C (Figura 3), podem prejudicar o
controle bioldgico e a persisténcia no campo, reduzindo o tempo de busca de
parasitoides e, consequentemente, 0 nimero total de lagartas parasitadas.

As populacdes das biofabricas D e E apresentaram as melhores caracteristicas,
proporcionando a emergéncia de individuos mais longevos, com potencial de controle
e persisténcia em campo. Entretanto, a eficiéncia de C. flavipes da biofabrica D pode
ser reduzida pela maior proporgédo de machos nesta populacgéo.

Todavia, ao avaliar o comportamento de voo das populacdes, foi verificado baixa
proporcao de individuos voadores para todas as biofabricas. A predominancia de
parasitoides caminhantes pode ser resultado do condicionamento em laboratério
durante muitos anos, em que os efeitos de criagdo massal ao longo do tempo podem
se refletir nos parametros empregados na avaliacdo de qualidade, particularmente
guanto a capacidade de voo do inseto (HIVIZI et al., 2009). Tal situacéo pode ser uma
barreira para eficacia das libera¢gBes inundativas, reduzindo o potencial de busca e,
consequentemente, o raio de dispersédo desses parasitoides (VOLPE et al., 2014).

Trabalhos que buscam avaliar populagdes de C. flavipes atribuem as diferencas
observadas as técnicas de criacdo adotadas pelas biofabricas (VEIGA et al., 2013), a
densidade de lagartas parasitadas por recipiente (VACARI et al., 2012b), a qualidade
da populacdo matriz e a perda de variabilidade genética que pode ser resultante da
consanguinidade gerada pelo cruzamento entre irmdos (MACKAUER, 1972).
Contudo, pesquisa desenvolvida durante 10 geracdes endogamicas de C. flavipes,

comparando com populacdes de biofabrica demonstrou ndo ser suficiente para gerar
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diferencas entre as populacbes, nem revelar efeitos deletérios (TREVISAN et al.,
2016).

No entanto, como demostrado no presente estudo, por meio da identificacdo
molecular, a presenca de microsporideos nas populacdes avaliadas também pode ser
responsavel pelas alteracdes das caracteristicas biolégicas. Estes parasitas
intracelulares infectam as células do hospedeiro, impondo um alto gasto energético
gue induz alteracdes biolégicas e comportamentais (DEAN; HIRT; EMBLEY, 2016).
Estudos com os parasitoides larvais C. flavipes, C. vestalis (Haliday) e Macrocentrus
grandii Goidanich (Hymenoptera: Braconidae) apontam maiores impactos na duracao
do periodo juvenil, reducdo da longevidade dos adultos, alteracdo do comportamento
de voo e de busca do hospedeiro (ANDREADIS, 1982; SIMOES et al., 2012;
KERMANI et al., 2014).

A presenca dos parasitas € mais relevante se considerarmos a possibilidade de
transmissao vertical e horizontal (DUBUFFET et al., 2013), aliada a dificuldade de
deteccdo quando o0s insetos ndo apresentam sintomas visiveis de infecao
(BJDRNSON, 2008). Tais caracteristicas somada a pratica de troca de material entre
as biofabricas ou a coleta em areas de liberagdo sem a adequada avaliagdo dos
parasitoides, podem favorecer a permanéncia do patégeno nas criacdes massais.

Trabalhos realizados com objetivo de controlar o patégeno em populacdes de
inimigos naturais, divergem quanto aos resultados obtidos para compostos
antimicrobianos como albendazol, fumagilina, metronidazol, nifedipina, tinidazol e
carbendazim dependendo da relacdo hospedeiro-microsporideos estudada (JYOTHI;
PATIL; DASS, 2005; SCHUTTE; DICKE, 2008; GISDER; GENERSCH, 2015). Assim,
a selecdo de individuos saudaveis para estabelecer as colonias livres de
microsporideos tem se mostrado o procedimento mais adequado para acaros
predadores (BJORNSON, 2008) e pode ser uma alternativa viavel para outros
inimigos naturais produzidos de forma comercial.

Por ter um gene altamente conservado, a sequéncia de rRNA de SSU tem sido
muito utilizada para estimar relacéo filogenética. Entretanto, este gene ndo pode ser
usado para distinguir espécies muito proximas (CANNING et al., 1999; TSAI et al.,
2003). De acordo com os resultados obtidos, foi verificado que as amostras de
microsporideos isoladas de C. flavipes estdo estreitamente relacionadas com
amostras de Vairimorpha sp. e Nosema sp. formando um unico clado (Figura 7), nao
sendo possivel diferencia-las (TSAI et al., 2003; KU et al., 2007).
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A grande similaridade observada entre os isolados indica uma proximidade
genética muito estreita, sugerindo que o mesmo patdgeno esteja presente em todas
as populacbes avaliadas e demonstra a necessidade de aprimoramento dos
protocolos de controle de qualidade, bem como das técnicas de deteccéo e mitigacao
do patégeno em criacdes massais de C. flavipes.

Diante do exposto, apos tantos anos de utilizac&o do parasitoide C. flavipes, ainda
existe a necessidade de aprimorar o controle de qualidade deste inimigo natural,
principalmente no que diz respeito as técnicas para mitigar a presenca do patdégeno
em criacdes massais e melhorar a compreensao do real impacto desse parasita na

biologia e no comportamento de busca do hospedeiro em campo.
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CAPITULO 2
Qualidade de Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera: Braconidae) produzida

em criagcfes massais
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Resumo

Durante muitos anos o parasitoide larval, Cotesia flavipes Cameron, tem sido utilizado
no manejo da broca-da-cana Diatraea saccharalis (Fabricius). Entretanto, estudos
com diversos parasitoides e predadores demonstram que a presenca de patégenos
altera o comportamento desses inimigos naturais, 0 que pode comprometer a
gualidade e a eficacia em campo. Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a
gualidade de C. flavipes produzida em diferentes biofabricas no Brasil e identificar a
existéncia de microsporideos nas populacdes do hospedeiro e do parasitoide larval.
Todas as populacdes (A, B, C e D) apresentaram caracteristicas biologicas e
morfol6égicas consideradas apropriadas para o parasitoide. Houve a predominancia de

parasitoides caminhantes em todas populacdes. Foi detectado a presenca de
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parasitas intracelulares relacionados ao Filo Microsporidia nas populagbes do
hospedeiro e do parasitoide. A analise filogenética indica que os isolados obtidos de
C. flavipes pertencem ao clado Nosema sp. /Vairimorpha sp.. Dessa forma sugere-se
melhorias nos protocolos de controle de qualidade de D. saccharalis e C. flavipes,

visando a manutencao da eficiéncia do inimigo natural produzido de forma massal.

Palavras-chave: Controle biolégico. Criacdo massal. Parasitoide larval,
Microsporidia. MIP. PCR.

Abstract

For many years the larval parasitoid, Cotesia flavipes Cameron, has been used in the
management of the Diatraea saccharalis (Fabricius) cane borer. However, studies with
several parasitoids and predators show that the presence of pathogens alters the
behavior of these natural enemies, which may compromise quality and efficacy in the
field. Thus, the objective of this research was to evaluate the quality of C. flavipes
produced in different biofactories in Brazil and to identify the presence of microsporids
in the host and larval parasitoid populations. All populations (A, B, C and D) presented
biological and morphological characteristics considered appropriate for the parasitoid.
There was a predominance of walking parasitoids in all populations. The presence of
intracellular parasites related to Filo Microsporidia was detected in host and parasitoid
populations. Phylogenetic analysis indicates that the isolates obtained from C. flavipes
belong to the clade Nosema sp./Vairimorpha sp . Thus, it is suggested improvements
in the quality control protocols of D. saccharalis and C. flavipes, aiming at maintaining

the efficiency of the natural enemy produced massively.

Keywords: Biological control. Larval parasitoid. Microsporidia. IPM. PCR.

2.1 INTRODUCAO

O manejo populacional da broca-da-cana, Diatraea saccharalis (Fabricius)
(Lepidoptera: Crambidae), representa um dos principais programas de controle
biolégico do mundo e o mais eficiente do Brasil (PARRA, 2014), empregando o
parasitoide larval Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera: Braconidae) em

liberacdes inundativas em 3,3 milhdes de hectares anualmente, 0 que requer a
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producdo de 18 bilhdes de parasitoides em 80 biofdbricas distribuidas pelo pais
(VACARI et al., 2012a; SIMOES et al., 2015).

O sucesso obtido no manejo populacional da broca-da-cana com uso do
parasitoide larval foi possivel pelo desenvolvimento de técnicas de criagdo em massa
e de liberacdo em campo, aliado ao potencial do agente entomédfago em suprimir
populacdes da praga (BOTELHO; MACEDO, 2002). Embora os resultados obtidos ao
longo dos anos demonstrem a eficiéncia do parasitoide, existe a preocupacédo com a
gualidade dos individuos produzidos de forma massal pelos laboratoérios (HIVIZI et al.,
2009).

Os programas de controle de qualidade visam prevenir caracteristicas
indesejaveis que podem prejudicar a eficacia dos inimigos naturais liberados em
campo (LEPPLA, 2003). Nos protocolos de qualidade de agentes entomoéfagos séo
avaliadas caracteristicas biol6gicas como, razdo sexual, longevidade, viabilidade,
medidas morfométricas e parasitismo (VACARI et al., 2012b; VEIGA et al., 2013;
TREVISAN et al., 2016). No entanto, caracteristicas de comportamento de voo,
capacidade de busca e contaminacdo por agentes patogénicos (LEPPLA, 2003;
PREZOTTI et al., 2002; VACARI et al., 2012b), também séo relevantes na qualidade
total de agentes de controle bioldgico.

A associacdo entre inimigos naturais e microsporidios tem sido estudada para
diversos parasitoides e predadores (BJJRNSON et al., 2013; KERMANI et al., 2014;
SCHUTTE; DICKE, 2008; SIMOES et al., 2012). Os microsporidios sdo parasitas
intracelulares que invadem as células hospedeiras e utilizam organelas e produtos
metabdlitos como substrato para se multiplicarem, consumindo parte da energia do
hospedeiro (DEAN; HIRT; EMBLEY, 2016). Em todos os casos, populacdes infectadas
pelo patdbgeno apresentam aumento do tempo necessario para completar o
desenvolvimento, reducédo da longevidade dos adultos, reducdo da fecundidade das
fémeas, alteracbes no comportamento e na capacidade de busca do hospedeiro
(BJRNSON; KEDDIE, 1999; KERMANI et al., 2014; SIMOES et al., 2012).

A maioria dos estudos que buscam inferir a qualidade de populacbes de C.
flavipes realizam apenas avaliagfes das caracteristicas bioldgicas, morfolégicas e de
comportamento de voo, ndo qualificando as populacdes quanto a presenca de
patdgenos. Assim, a hipétese desse estudo € que além dos fatores ligados a produgéo
massal, a presenca de microsporidios nas populacbes de C. flavipes podem

influenciar a eficiéncia e qualidade do parasitoide. Desse modo, 0 objetivo foi avaliar
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as caracteristicas bioldgicas, morfoldgicas, comportamento de voo e realizar a
identificacdo molecular de patégeno em populacdes de C. flavipes oriundas de quatro

estados brasileiros.

2.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos laboratorios do Grupo de Pesquisa em
Manejo Integrado de Pragas na Agricultura “AGRIMIP”, da Faculdade de Ciéncias
Agrondbmicas (FCA) da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), em Botucatu, Sao Paulo, Brasil. As avaliacdes foram realizadas em salas
climatizadas, reguladas a 25 + 2 °C, 70 £ 10% de umidade relativa e fotofase de 12

horas.

2.2.1 Obtencéo de amostras

As amostras de massas de pupa de C. flavipes e lagartas de D. saccharalis foram
obtidas de empresas localizadas em diferentes Estados do Brasil: Sdo Paulo, Parana,
Minas Gerais e Alagoas. No laboratério, as populacbes dos parasitoides foram
multiplicadas utilizando os mesmos hospedeiros empregados nas biofabricas por uma
geragao.

As massas foram acondicionadas em potes plasticos (15 cm de didametro e 20 cm
de altura) contendo mel para alimentacdo e fechados com tecido voile. Em
decorréncia da emergéncia dos adultos, foram ofertadas lagartas de D. saccharalis de
terceiro instar as fémeas do parasitoide permitindo o parasitismo. As lagartas recém
parasitadas foram realimentadas com dieta artificial (KING; HARTLEY, 1985)
modificada, contendo farelo de soja (84 g), germe de trigo (54 g), acucar (84 q),
metilparahidroxibenzoato (nipagin) (7 g), sais de Wesson (7 g), cloreto de colina (1,4
g), formaldeido 40% (1,4 mL), solugdo vitaminica (20 mL), tetraciclina (0,17 mg),
caragenina (25 g) e agua (1,6 L).

As massas de pupas dos parasitoides das populacdes A, B, C e D foram
classificadas em pequenas, médias e grandes (VACARI et al., 2012a). As massas
médias foram divididas em dois grupos:

No primeiro grupo, as massas foram individualizadas em tubos de vidro de fundo

chato (2 cm diametro x 8 cm altura), contendo uma goticula de mel para alimentacao
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e vedados com filme plastico de PVC. Apds a morte dos adultos, foram avaliados o
namero de individuo por massa, a razéo sexual e a viabilidade das massas. Separou-
se aleatoriamente 20 fémeas de cada biofabrica e com o auxilio de uma ocular
micrométrica acoplada ao estereomicroscopio, realizou-se a medi¢cao do comprimento
da tibia posterior.

No segundo grupo, as massas foram acondicionadas em potes plasticos (15 cm
de diametro x 20 cm de altura), contendo mel para alimentacéo e fechados com tecido
voile. Quando verificado a emergéncia dos primeiros individuos, esses foram
descartados a fim de padronizar a idade, utilizando adultos de 0 a 3 horas de vida nas
avaliagOes de sobrevivéncia. Selecionou-se aleatoriamente 20 machos e 20 fémeas
de cada populacéo, individualizando-os em tubos Duran (1 cm de didmetro x 5 cm
altura), contendo uma goticula de mel e fechados com tecido voile, realizando as

avaliacOes duas vezes ao dia até a morte de todos individuos.

2.2.2 Teste de voo

Nos ensaios de voo foi usada a gaiola de PVC, modelo IOBC (PREZOTTI et al.,
2002). A parte interna do tubo foi revestida com cartolina preta e o fundo fechado com
disco de isopor revestido por plastico preto. Como mecanismo separador dos insetos
caminhadores foi fixado um anel contendo cola entomolégica a 3,5 cm da borda
inferior do tubo. A parte superior da gaiola foi fechada com placa de Petri (15 cm de
didmetro) impregnada com cola para coleta dos insetos voadores.

As massas de pupas de C. flavipes prestes a emergir foram individualizadas em
tubo de vidro de fundo chato (2 cm diametro x 8 cm de altura), contendo uma goticula
de mel para alimentagéo e fechados com tecido voile. Em seguida, esses tubos foram
fixados no centro das gaiolas de voo e foram colocados em bancada com iluminacéo
constante por 72 horas. Posteriormente, foram avaliados a porcentagem de
parasitoides voadores (presos na placa de Petri), caminhadores (presos do anel) e no

fundo (deformados).

2.2.3 Padronizacao de amostras para identificagcdo molecular

As lagartas de terceiro instar sintomaticas de D. saccharalis foram utilizadas na

confeccao de esfregacos para identificacdo preliminar de esporos de microsporideos.
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Os insetos foram mortos por congelamento, em seguida, foi realizado um corte
transversal com bisturi no abdémen dos mesmos. O conteudo extravasado foi
colocado sobre uma lamina de vidro, adicionando uma gota de solucao salina (0,85%
NaCl) para maceracao sobre a lamina microscopica, sendo o excesso do conteudo
corporal dos insetos retirado com uma pinga. As laminas foram fixadas em metanol
por dez minutos e secas ao ar. A coloragdo dos esporos foi feita com Giemsa
(BJORNSON, 2008) diluida a 50% durante 30 minutos. As laminas foram lavadas em
agua corrente para retirar o excesso do corante e secas ao ar. Os esfregacos foram
visualizados em microscopio de contraste de fase com aumento de 1000x (Zeiss
Primo Star) (ALVES et al.,1998).

2.2.4 Extracdo de DNA gendmico

Os exemplares sintomaticos de D. saccharalis e as amostras de C. flavipes foram
acondicionados em congelador a -20°C. Apos o descongelamento, selecionou-se
aleatoriamente uma lagarta para extracdo do DNA gendémico e padronizacdo da
reacdo de polimerase em cadeia (PCR). A lagarta foi lavada com solugéo salina
(0,85% NaCl) desinfestada com alcool 70 °GL e macerada, posteriormente, removeu-
se as partes maiores do corpo do inseto. Adicionou-se ao conteudo corporal 80 pl de
solucéo Chelex a 10% e 8 pL de proteinase K a 20 mg/mL em microtubo. Em seguida,
a amostra foi colocada em bloco térmico a 95°C por 20 minutos. O mesmo
procedimento foi realizado para extragcdo dos parasitoides, entretanto, foram
separados 50 individuos e macerados em microtubo de 2 mL. O protocolo para
extracdo de DNA foi realizado (COOMBS, GOUGH, PRIMROSE, 1999) utilizando

resina Chelex 100®. Os sobrenadantes foram coletados para a realizacao da PCR.

2.2.5 PCR e Sequenciamento

A partir do DNA total extraido, foi realizado um PCR utilizando os iniciadores
(primers) universais para microsporideos (F) CACCAGGTTGATTCTGCC e (R)
TTATGATCCTGCTAATGGTTC, tamanho de 222 pb (VOSSBRINCK et al., 1993) que

amplificam a regido small subunit (SSU) do RNA riboss6mico.
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As reacg0Oes foram preparadas contendo 12,5 pL de Gotaq Hot Start (Promega), 5
U/uL Taq, 100 pM de cada dNTP e 25 mM MgClz, 5 pL de Nuclease Free Water
(Promega), 1,25 pL de cada primer [10 mM] e 5 pL de DNA gendmico, totalizando 25
ML por reacdo. A PCR foi realizada em termociclador INFINIGEN (modelo TC-96CG)
com desnaturagao inicial por 4 minutos a 95 °C, seguida por 45 ciclos com
desnaturacao a 95 °C por 1 minuto, seguida pela fase de anelamento a 48 °C por 1
minuto e extensdo a 72 °C por 1 minuto e com uma fase final de polimento por 4
minutos a 72 °C (TAY; O'MAHONY; PAXTON, 2005).

Os produtos da amplificacdo da PCR foram visualizados por eletroforese em gel
de agarose 1%, utilizando marcador de 100 pb (Norgen) e fotografado em
transiluminador de luz UV (Major Science).

A purificacdo do produto da PCR foi feita seguindo as recomendacdes do Norgen
PCR Purification Kit (Qiagen, Cat#14400). O sequenciamento foi realizado por
sequenciador automatico de DNA Sanger (Modelo: ABI 3500 - Applied Biosystems)
no Instituto de Biotecnologia (IBTEC - UNESP).

2.2.6 Analise estatistica

2.2.6.1 Caracteristicas biolégicas, morfolégica e sobrevivéncia de C. flavipes

As caracteristicas biolégicas (nUmero de insetos/massa de pupas, emergéncia e
razdo sexual) e morfolégica (comprimento da tibia de insetos fémea) foram
submetidos a analise de variancia (p < 0,05) e os residuos avaliados quanto a
normalidade e homogeneidade de variancias pelos testes Shapiro-Wilk (p > 0,05) e
Bartlett (p > 0,05), respectivamente. As médias das caracteristicas bioldgicos foram
comparadas pelo teste Tukey (p < 0,05). Na auséncia de normalidade e
homogeneidade de variancia, procedeu-se a analise ndo paramétrica por meio do
teste Kruskal-Wallis (p < 0,05), sendo as medianas comparadas pelo teste Dunn (p <
0,05) (ZAR, 2010).

Os dados de sobrevivéncia foram submetidos ao teste LogRank (p < 0,05)
(MOORE, 2016), comparando machos e fémeas dentro de cada populacéo e as
fémeas entre as populacgoes.

Utilizou-se o pacote “ExpDes.pt” para a analise paramétrica (FERREIRA;
CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2013) e a fungao “kruskal.test” do pacote “stats” para a
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andlise ndo paramétrica (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008), sendo o teste Dunn
analisado pelo pacote “PMCMR” (POHLERT, 2014). A analise de sobrevivéncia foi
realizada no pacote “survival” (THERNEAU, 2015). Todas as andlises foram
realizadas utilizando o aplicativo computacional R versdo 3.4 (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2008).

2.2.6.2 Teste de voo de C. flavipes

Na avaliacdo das populacdes dentro de cada grupo (voadores, caminhantes e
deformados) utilizou o modelo linear generalizado com residuo, seguindo distribuicéo
de Poisson com funcgéo de ligagado candnica logaritmica [MLG (Poisson, link = “log”)]
(FARAWAY, 2017). As empresas foram alinhadas dentro de cada grupo e
consideradas como variaveis aleatérias. O MLG foi testado por meio da andlise de
variancia e teste F. As comparac¢fes pos teste foram realizadas por contrastes de
Tukey (p < 0,05). O MLG foi calculado pela fungao “gim” do pacote “stats” do aplicativo
R e os contrastes analisados no pacote “multicomp” (HOTHORN; BRETZ;
WESTFALL, 2017).

2.2.6.3 Andlise filogenética

As sequéncias de nucleotideos de SSU rRNA referente aos isolados de
microsporideos obtidos de D. saccharalis e das amostras de C. flavipes foram
analisadas utilizando o programa Geneious v. 9.1.5 e comparadas ao banco de dados
(GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para a identificacdo de similaridade genética.

Em seguida, foi construido um alinhamento, utilizando o programa Geneious V.
9.1.5, com as sequéncias obtidas nesse estudo acrescentadas de outras sequéncias
de microsporidios obtidas no GenBank. A analise filogenética foi feita utilizando o
programa MrBayes 3.2.2. (HUELSENBECK; RONQUIST, 2001). A analise Bayesiana
foi realizada para 30 milhdes de geragbes com amostragem a cada 1000 geracgdes.
Cada analise constituiu de quatro corridas independentes, cada uma utilizando quatro
cadeias de Markov acopladas. A convergéncia da corrida foi monitorada encontrando
o platd no score de probabilidade (desvio padrao de frequéncias divididas < 0.0015).
Os primeiros 25% de cada corrida foram descartados para a estimativa de uma

topologia consenso e probabilidade posterior para cada no.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Caracteristicas biologicas, morfoldgica e sobrevivéncia de C. flavipes

As populacdes de C. flavipes obtidas nas biofabricas instaladas nos Estados de
Sado Paulo, Parana, Minas Gerais e Alagoas apresentaram diferencas estatisticas
apenas nas variaveis numero de insetos por massa de pupas e viabilidade (Figura 1).
A biofabrica de MG apresentou a maior média de insetos emergidos por massa de
pupas de C. flavipes (114,8), mas nao diferiu das biofabricas de SP (96,3) e de PR
(99,6), enquanto que a biofabrica de AL teve a menor média para este parametro
(78,6), sendo semelhante a biofabrica A (Figura 1A).

O maior numero de parasitoides emergidos foi observado nas populacfes das
biofabricas do PR e de MG, média de 97,6%, seguida das biofabricas de SP e de AL,
média de 92,5% (Figura 1B). A propor¢do de machos e fémeas foram estatisticamente
iguais variando de 0,58 a 0,69 para C. flavipes nas diferentes biofabricas. Em todas
as populacdes foi observado maior frequéncia de parasitoides fémeas (Figura 1C). Os
parasitoides obtidos nas diferentes populacbes nao apresentaram diferencas
significavas quanto ao comprimento de tibia das fémeas, variando de 0,56 a 0,59 mm
(Figura 1D).

Figura 1 - Caracteristicas bioldgicas e morfolégica de quatro popula¢des de Cotesia flavipes (Cameron)
(Hymenoptera: Braconidae) oriundas de biofabricas do Brasil. Nimero de insetos por massa
de pupas (A), viabilidade (B), razéo sexual (C) e comprimento da tibia de fémeas (D). Barras
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N&o houve diferenca na longevidade mediana de machos e fémeas da mesma
populacao (Figura 2). Entretanto, ao comparar a sobrevivéncia das fémeas de cada
biofabrica, verificou-se diferencas entre as populagdes avaliadas (Figura 3). As
fémeas das biofabricas de SP e de AL foram as mais longevas com tempo de
sobrevivéncia mediana de 125 e 118 horas, respectivamente. Os menores tempos de
sobrevida foram observados em fémeas de C. flavipes das biofabricas de PR (90
horas) e de MG (95 horas) (Figura 3 A e B).

Figura 2 - Sobrevivéncia de machos e fémeas de quatro populacdes de Cotesia flavipes (Cameron)
(Hymenoptera: Braconidae) oriundas de biofdbricas do Brasil. Populacdo da biofabrica A
(A), biofabrica B (B), biofabrica C (C) e biofabrica D (D). NSNao significativo pelo teste
LogRank (p > 0,05)
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Figura 3 - Sobrevivéncia (A) e sobrevivéncia média (B) de fémeas de quatro populacdes de Cotesia
flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) oriundas de biofabricas do Brasil. Barras
(médias + erros-padrdo) acompanhadas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
LogRank (p > 0,05)
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2.3.2 Teste de voo

O teste de voo demonstrou que existem diferencas dentro de cada categoria
(voadores, caminhadores e deformados) para as populagdes de C. flavipes (MLG-
Poisson; Gl = 3, p < 0,001; GI = 3, p < 0,001; GI = 3, p = 0,005) (Figura 4). Os
parasitoides “voadores” foram mais presentes nas populag¢des das biofabricas de MG
e de AL, com cerca de 35,2 e 35,6%, respectivamente. Os parasitoides oriundos da
biofabrica de SP, apresentaram porcentagem de individuos voadores intermediaria
(21,6%), enquanto que a biofabrica do PR teve a menor porcentagem de insetos
voadores (13,9%).

A categoria “caminhantes” foi predominante em todas populagdes (Figura 4). Os
parasitoides das biofabricas de SP e do PR apresentaram os maiores valores de
ocorréncia, 78,3 e 86,2, respectivamente, diferindo das demais populagdes. As
populacdes da biofabricas de MG (61,4%) e da biofabrica de AL (56,3%) foram
semelhantes e apresentaram 0s menores valores para o parametro.

Apesar das diferencas observadas, a categoria composta por individuos
“‘deformados” apresentou frequéncia menor que 8% em todas as populagdes. A maior
ocorréncia foi observada na populacdo da biofabrica de AL (7,9%), seguida da
biofabrica C (3,3%). Nas biofabricas A e B néo foram observados individuos

deformados (Figura 4).
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Figura 4 - Porcentagem de insetos voadores, caminhantes e deformados de quatro populacdes de
Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) oriundas de biofabricas do Brasil.
Grafico de caixa mostram os percentis médios de 25-75%. Bigodes mostram todos os
dados, excluindo valores discrepantes. Valores discrepantes (circulos) s&o valores
superiores a 1,5 vezes o comprimento da borda superior e inferior da respectiva caixa. As
diferentes letras indicam diferencas significativas entre tratamentos dentro de cada contexto
(MLG-poisson seguido pelo teste Tukey, p < 0,05). @ Parasitoides capazes de voar. @
Parasitoides que ndo voaram, mas nao apresentavam deformacéo visivel. @ Parasitoides
com deformacéo visivel

Voadores'" Caminhantes” Deformados®
F=4236,p=0,0116 F =8,2908, p = 0,0002 F = 4,6374, p = 0,0078
a a
*
2 ' >
2 s : o T
o—_ -1 |
] o
-d [
E 60 - - ]
Q ¢ . : - 1
%D b o a 1 o
=
=404 1 . . a
] I o
[ & o |
— |
] { ; —_
p-‘ 20 i I B I
o b ==
. ¢ o e
O 1 I | I I I I 1 1 1 i i
) 5
= £ £ 2 % £ ¢ =2 s £ % z
Populacdes

2.3.3 PCR e analise filogenética

A reacdo de PCR revelou por meio da amplificacdo de RNA ribossémico de
microsporideos que todas as populacdes de D. saccharalis (Figura 5A) e de C. flavipes
(Figura 5B) amostradas apresentaram presenca de parasitas intracelulares deste
grupo.

A arvore filogenética da regidao SSU do RNA ribossémico agrupou os isolados de
microsporideos detectados nas populacdes de C. flavipes em um mesmo clado,
juntamente com amostras de Vairimorpha sp. e Nosema sp., sugerindo que patdogeno
detectado nas amostras pertencem ao mesmo grupo taxondomico (Figura 6). Além
disso, o0 agrupamento de todos isolados em um mesmo clado, indica que existe uma
baixa diversidade genética entre os microsporideos presentes nas bioféabricas

avaliadas.
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Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose (1%) da amplificagdo dos produtos de PCR da regido small
subunit (SSU) do RNA ribossémico para identificagdo de microsporideos. Lagartas de
Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) (A) e amostras de Cotesia
flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) (B). Coluna M: Marcador de DNA de 100
pb. Colunas 1-4 amostras positivas para hospedeiro [B, A, C e D] e parasitoide [A, D, B e
C]. Coluna (-). Controle negativo, sem amplificacéo
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Figura 6 - Arvore filogenética da regido small subunit (SSU) do RNA ribossémico de microsporidios de
Cotesia flavipes e Diatraea saccharalis obtidos em biofabricas do Brasil. O alinhamento
constituiu de 35 sequéncias e a analise foi conduzida utilizando o programa MrBayes v. 3.2.2.
Sequéncias obtidas nesse trabalho estdo destacadas em azul
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2.4 DISCUSSAO

A crescente demanda de C. flavipes observada a partir da introdugéo do inimigo
natural, impulsionou o estabelecimento de biofabricas em diferentes estados
brasileiros, bem como a melhoria das técnicas de criagdo para maximizar os custos e
manter a qualidade do agente biolégico produzido. De modo geral, a maioria dos
laboratorios monitora a qualidade dos insetos multiplicados massalmente por meio de
avaliacdes das caracteristicas como a longevidade, medidas morfoldgicas, viabilidade
e razao sexual (VEIGA et al., 2013; TREVISAN et al., 2016).

A avaliacdo das caracteristicas bioldgicas de C. flavipes oriundas de biofabricas
localizadas nos Estados de S&o Paulo, Parana, Minas Gerais e Alagoas revelou
diferencas entre as popula¢des estudadas quanto ao nimero de inseto por massa de
pupas e viabilidade (Figura 1). Assim, ressalta-se que as menores médias obtidas
para estas variaveis sdo similares ou superiores aos descritos em outros trabalhos
(VACARI et al., 2012a; VACARI et al., 2012b; VEIGA et al., 2013).

A maior proporcéo de parasitoides fémeas foi verificada em todas as populacfes
avaliadas (Figura 1), resultado que pode ser considerado adequado para inimigos
naturais empregados em programas de controle biolégico, pois a razdo sexual acima
de 0,6 pode favorecer o estabelecimento e o controle da broca-da-cana (CAMPOS-
FARINHA; CHAUD-NETTO; GOBBI, 2000; VACARI et al.,, 2012b). Além disso, C.
flavipes com tamanho de tibia médio de 0,58 mm, préximo ao obtido em outra
pesquisa (SIMOES et al., 2012) e a sobrevivéncia mediana variando de 90 a 125 horas
(3,7 a 5,2 dias), sugerem que os parasitoides apresentam qualidade e condi¢Ges de
serem eficientes em liberacées inundativas (SIMOES et al., 2012; TREVISAN et al.,
2016; VEIGA et al., 2013).

Entretanto, ao considerar o comportamento de voo das populacdes de C. flavipes,
verificou-se baixa proporcao de individuos voadores em todas as biofabricas, que
pode ser consequéncia do condicionamento em laboratério, pelos efeitos da
multiplicagdo massal, que podem favorecer a selecdo e provocar alteracdes de
carateristicas biolégicas e comportamentais (MACKAUER, 1972). A predominancia de
parasitoides caminhantes nas populacdes de C. flavipes, torna-se um fator relevante
e que pode afetar o desempenho do inimigo natural reduzindo o potencial de busca e

consequentemente o raio de dispersao do mesmo (VOLPE et al., 2014).
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Estudos desenvolvidos com objetivo de qualificar populagdes de inimigos naturais
empregados como agente de controle, apontam o processo de multiplicacdo massal
como sendo um dos principais responsaveis pelas alteracdes biolégicas e
comportamentais (VEIGA et al., 2013). No entanto, um dos resultados mais relevantes
obtidos neste trabalho diz respeito a presenca de microsporideos nas amostras de C.
flavipes, indicando que o patdogeno estd amplamente distribuido e presente nas
criacdes massais do hospedeiro D. saccharalis e do parasitoide larval.

InfeccBes por microsporideos em inimigos naturais produzidos de forma massal
nao sdo incomuns. A contaminacdo de parasitoides geralmente ocorre quando as
larvas se alimentam da hemolinfa ou de tecidos infectados, resultando em uma
variedade de efeitos deletérios sobre o agente. Dentre os quais destacam-se,
dependendo do grau de infeccdo, alteracbes na duracdo da fase jovem, reducédo da
sobrevivéncia, alteracdo do comportamento de voo e de busca do hospedeiro. Esses
sintomas decorrem do alto gasto energético imposto pelo patégeno durante a
multiplicacdo, empregado organelas e produtos metabodlicos da célula hospedeira
para completar o ciclo (BJOARNSON; KEDDIE, 1999; BJJRNSON et al.,, 2013;
KERMANI et al., 2014; SIMOES et al., 2012).

Quando o patdgeno esta presente em baixa intensidade, a deteccéo por meio dos
sintomas se torna dificil, pois 0 mesmo permanece de forma latente sem causar
alteracdes visiveis nas caracteristicas biologicas e comportamentais (BJJRNSON,
2008). Esse quadro pode se perpetuar durante varias geracdes gracas a possibilidade
de transmissédo vertical e horizontal que podem favorecer a multiplicacdo de
microsporideos em criacbes massais (DUBUFFET et al., 2013).

Tais caracteristicas, aliada a pratica da troca de material entre as biofabricas ou a
coleta em campo sem a adequada avaliacdo dos hospedeiros e parasitoides, podem
favorecer a permanéncia do patdgeno nas populacdes de D. saccharalis e C. flavipes.
Hipdtese que se torna ainda mais relevante ao considerarmos a proximidade genética
observada entre os isolados de microsporideos, estreitamente relacionados com
amostras de Vairimorpha sp. e Nosema sp. formando um unico clado (Figura 5).

Diante do exposto, verifica-se que mais atencéo deve ser dada aos protocolos de
controle de qualidade de D. saccharalis e C. flavipes. A identificacdo de patdogenos
deve ser realizada antes dos hospedeiros e parasitoides serem inseridos na criagao

massal, 0 que requer o avanco de técnicas de identificacdo, como teste soroldgico de
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ELISA (ARONSTEIN; WEBSTER; SALDIVAR, 2013) ou emprego de diagnosticos
moleculares por meio de PCR.
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Resumo

Os parasitoides de pupa Trichospilus diatraeae e Palmistichus elaeisis sdo inimigos
naturais com potencial para suprimir populacdes de diversas familias de lepidopteros-
pragas. O sucesso nha utilizacdo desses inimigos naturais no campo esta diretamente
relacionado a capacidade de busca do hospedeiro, essa capacidade pode ser afetada
pela presenca dos patégenos. Nesse contexto, o objetivo do ensaio foi detectar a
presenca de parasitas intracelulares. Esses patdgenos podem causar alteracdes
morfolégicas e comportamentais como aumento do tempo necessario para completar
as fases larval e pupal, reduzir a longevidade dos adultos, a diminuicdo da taxa de
emergéncia e fertilidade, o estresse energético e a alteracdo do comportamento de
busca. A deteccao foi verificada e confirmada pela amplificacdo da regido (SSU) do
RNA ribossomal utilizando primers universais para microsporidia. Os produtos de PCR

purificados foram submetidos a sequenciamento, e as sequéncias obtidas foram
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aliadas com as sequéncias do banco de dados Genbank. Dessa forma, foi possivel
confirmar a presenca de parasitas intracelulares em T. diatraeae, P. elaeisis e D.
saccharalis pertencentes ao clado Nosema sp./Vairimorpha sp., sendo, este o primeiro

relato sobre a deteccdo dos microsporidios nos parasitoides de pupa.

Palavras-chave: Controle biolégico, microsporidio, parasitoide de pupa, PCR.

Abstract

Pupal Parasitoids of Trichospilus diatraeae and Palmistichus elaeisis are generalist
natural enemies with potential to suppress populations of diverse families of
lepidopteran-pests. The success in the utilization of these natural enemies in the field
is directly related to the capacity of search of the host, this capacity might be affected
by the presence of the pathogens. In this context, the aim of this essay was to detect
the presence of intracellular parasites of Phylum Microsporidia. These pathogens may
cause morphological and behavioral alterations with the increase of time required to
complete the larval and pupal stages, to reduce the longevity of adults, diminution of
emergency and fertility rate, energetic stress and alteration of search behavior. The
presence of infection was verified by microscopy and was confirmed by amplification
of region small subunit (SSU) of ribosomal RNA using universal primers for
microsporidia of Nosema sp.. The purified PCR products were submitted to
sequencing, and the sequences that had been obtained were edited and aligned with
the sequences in a Genbank database. In this way, it was possible to confirm the
presence of intracellular parasites in T. diatraeae, P. elaeisis and D. saccharalis
belonging to the clade Nosema sp./Vairimorpha sp., being the first report on the

detection of microsporids in the pupa parasitoids.

Keywords: Biological control, microsporidium, pupal parasitoids, PCR.
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3.1 INTRODUCAO

Os parasitoides de pupas Trichospilus diatraeae (Cherian & Margabandhu) e
Palmistichus elaeisis (Delvare & LaSalle) (Hymenoptera: Eulophidae) sao inimigos
naturais que podem suprimir populacdes de diversas familias de lepidépteros-praga
de culturas agricolas (Paron and Berti-filno 2000) e florestais (Pereira et al. 2011). Por
serem generalistas, esses inimigos naturais tem potencial de serem utilizados em
diversos programas de controle biolégico (Rodrigues et al. 2013; Pereira et al. 2011,
Paron and Berti-filho 2000).

A utilizagdo efetiva dos inimigo naturais em liberagbes inundativas depende da
selecéo do hospedeiro alternativo que seja fisiologicamente adequado para producéo
massal (Vinson and Iwantch 1980). O hospedeiro deve ter alta qualidade nutricional e
ser produzido com facilidade, de maneira eficiente e econémica (Parra et al. 2002). A
broca-da-cana-de-acucar, Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae)
destaca-se como hospedeiro nutricionalmente adequado para multiplicacdo de
parasitoides (Rodrigues et al. 2013). No entanto, atualmente ha a preocupac¢édo com a
qualidade dos parasitoides T. diatraeae e P. elaeisis produzidos massalmente devido
a presenca de patdégenos.

A ocorréncia de microsporidios nas populacées de D. saccharalis (Simdes et al.
2015) pode se tornar um problema na producdo massal de T. diatracae e P. elaeisis.
Esses microsporideos sdo fungos parasitas intracelulares obrigatérios (Corradi and
Keeling 2009). Os esporos sdao metabolicamente inativos e, ao serem ingeridos,
germinam no limem do intestino médio dos insetos, injetando o aparelho infeccioso,
composto de um tubo polar que penetra na membrana celular e permite que o
esporoplasma seja transferido ao hospedeiro (Bigliardi and Sacchi 2001). Na célula
hospedeira, os microsporidios exploram o organismo para se multiplicar, utilizando
organelas e produtos metabdlitos como substrato para completar o ciclo (Dean et al.
2016). Apos a multiplicacdo, novos esporos de resisténcia sdo formados e liberados
por meio da lise celular e excretados nas fezes dos insetos (Gisder et al. 2011).

Os parasitas exploram e frequentemente manipulam o hospedeiro induzindo
alteracdes morfoldgicas e comportamentais para aumentar o sucesso de transmissao
(Kurze et al. 2016a). Populagbes infectadas comumente apresentam aumento do
tempo necessario para completar os estagios larval e pupal (Simdes et al. 2012;

Kermani et al. 2014), reducdo da longevidade dos adultos (Simbes et al. 2012),
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diminuicao da taxa de emergéncia e fecundidade (Kermani et al. 2014), modificacdes
comportamentais de busca de hospedeiro (Kermani et al. 2014; Simdes et al. 2012),
desenvolvimento de diarreia e tamanho anormal do abdémen dos adultos (Simdes et
al. 2015), estresse energético (Kurze et al. 2016b). Em colmeias de abelhas causa
reducéo da producao de mel (Higes et al. 2008) e colapso das colonias de abelhas
(Huang et al., 2007). As doencgas causadas por esses patdégenos, além de afetar
aspectos biologicos dos insetos, tornou-se um problema econdémico (Aroee et al.
2017).

Diante da importancia dos parasitoides T. diatraecae e P. elaeisis em programas
de controle biolégico aplicado de diversas pragas de importancia agricola e florestal,
0 objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de microsporideos pertencentes ao
Clado Nosema/Vairimorpha nos parasitoides T. diatraecae e P. elaeisis e no

hospedeiro D. saccharalis.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Criacao do hospedeiro e parasitoides

Lagartas e pupas do hospedeiro D. saccharalis foram obtidas de criacdo massal
de biofabrica. Os parasitoides T. diatraeae e P. elaeisis e 0 hospedeiro D. saccharalis
foram mantidos na criacdo estoque do Laboratério de Controle Bioldgico de Pragas
Florestais (LCBPF) da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidade Estadual
Paulista (FCA/UNESP).

Pupas de D. saccharalis foram transferidas para gaiolas de PVC (20 cm diametro
por 20 cm altura), fechadas com tela no fundo e com tecido voile na parte superior. O
interior dessas gaiolas foi revestido com papel sulfite, como substrato para oviposigao.
Os ovos coletados foram esterilizados com formol (0,5%) e sulfato de cobre (17%) e
inoculados em tubos de fundo chato (2cm x 8 cm), contendo dieta artificial proposta
por King & Hartley (1985). Em cada tubo foram colocadas 4-7 lagartas até atingirem
terceiro instar. Nesta fase, as lagartas foram realimentadas com 1 cm? de dieta
artificial e acondicionadas em recipiente plastico (1,5 cm x 5 cm) até atingirem a fase
de pupa (Fonseca et al. 2015)

Os parasitoides foram criados em pupas de D. saccharalis com idade de 48 a 72

horas. As pupas do hospedeiro foram oferecidas aos himendpteros em tubos de vidro
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(2,5 cm de diametro e 8,5 cm de comprimento) vedados com tecido tipo voile e
alimentados com mel puro, para a realizacdo de parasitismo em até 72 horas. Esses
insetos foram acondicionados em camara climatizada a 25 + 2 °C, umidade relativa
de 70 + 10% e fotofase de 12 horas até emergéncia dos adultos que ocorre em torno
do 15° ao 18° dia (Zaché et al. 2010).

3.2.2 Preparacéao de esfregacos

Lagartas sintomaticas de D. saccharalis de terceiro instar e adultos de T. diatraeae
e P. elaeisis foram empregadas na confeccédo de esfregagos para identificacdo de
esporos de microsporideos. Os insetos foram mortos por congelamento e,
posteriormente, foi realizado um corte transversal com bisturi no abdémen dos
mesmos. O extravasamento do contetdo intestinal foi colocado sobre uma lamina de
vidro e adicionado uma gota de solucdo salina (0,85% NaCl). A maceracdo das
lagartas foi realizada sobre uma lamina microscépica e o excesso do conteudo
corporal dos insetos foi retirado com uma pinca. As laminas foram fixadas em metanol
por dez minutos e, em seguida, secas ao ar. A coloracdo dos esporos foi realizada
com solucdo de Giemsa diluida a 50% durante 30 minutos (Bjgrnson 2008). As
laminas foram lavadas em agua corrente para retirar o excesso do corante e secas ao
ar. Os esfregacos foram visualizados com microscépio de contraste de fase na
objetiva de 1000 x (Zeiss Primo Star) (Alves et al. 1998).

3.2.3 Extracdo de DNA genomico

As amostras de D. saccharalis, T. diatraeae e P. elaeisis foram obtidas da criacéo
estoque para avaliacdo da presenca de esporos de Nosema spp. Os adultos de P.
elaeisis, T. diatraeae e a lagarta de terceiro instar D. saccharalis foram estocados no
congelador a -20 °C. ApoOs o descongelamento, 50 parasitoides adultos de cada
espécie e uma lagarta de D. saccharalis foram separados para maceragao e extracao
do DNA. Em cada amostra foram acrescentados 80 pL de solugcdo de Chelex a 10%
e 8 puL de proteinase K a 20 mg/mL em microtubo, posteriormente, a amostra foi
colocada em bloco térmico a 95 °C por 20 minutos. Para a extracdo de DNA foi
utilizado a resina Chelex 100® (Coombs et al. 1999). Em seguida, o sobrenadante foi

coletado para a realizagao de reacoes de polimerase em cadeia (PCR).
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3.24 PCR

A regido small subunit (SSU) do RNA ribossémico foi amplificada utilizando-se
iniciadores (primers) universais para microsporideos de Nosema sp., (F)
CACCAGGTTGATTCTGCC e (R) TTATGATCCTGCTAATGGTTC, tamanho
esperado de 222pb (Vossbrinck et al.,1993).

A reacao de PCR foi preparada contendo 12,5 pL de Gotaq Hot Start (Promega),
com 0s reagentes necessarios para a reacao: 5 U/uL Taq, 100 uM de cada dNTP e
25 mM MgClz, 5 pL de Nuclease Free Water (Promega), 1,25 pL de cada primer [10
mM] e 5 uL de DNA gendmico, totalizando 25 pL por reacdo. A reacdo de cadeia de
polimerase (PCR) foi conduzida em termociclador INFINIGEN (modelo TC-96CG) com
a desnaturacao inicial por 4 minutos a 95 °C, seguida por 45 ciclos com desnaturacao
a 95 °C por 1 minuto, seguida pela fase de anelamento a 48 °C por 1 minuto e extensao
a 72 °C por 1 minuto e com uma fase final de polimento por 4 minutos a 72 °C (Tay et
al. 2005).

Os produtos da amplificacdo foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 1%, utilizando marcador de 100 pb (Norgen). O gel de agarose foi visualizado

e fotografado em transiluminador de luz ultravioleta (Major Science).

3.2.5 Sequenciamento

A purificagao do produto de PCR foi realizada utilizando o Norgen PCR Purification
Kit (Qiagen, Cat#14400), seguindo as recomendacdes do fabricante. O
sequenciamento por sequenciador automatico de DNA Sanger (Modelo: ABI 3500 -
Applied Biosystems) foi realizado no Instituto de Biotecnologia (IBTEC - UNESP). As
sequéncias obtidas de SSU rRNA referente ao patdégeno isolado de D. saccharalis e
parasitoides foram alinhadas utilizando o programa Genious e comparadas ao banco
de dados (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para a identificacado de similaridade

geneética.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO



67

Microsporideos infectam vertebrados e invertebrados, incluindo insetos, peixes e
mamiferos (Weiss, 2001; Morsy et al., 2013; Liu et al., 2015). A presenca desses
patdgenos tem sido amplamente discutida devido ao aumento da infeccdo em varios
hospedeiros (Emsen et al., 2016), fato resultante das alteracfes bioldgicas e
comportamentais causadas pelo parasita (Simdes et al., 2012; Kermani et al., 2014,
Kurze et al., 2016b).

Neste estudo, esporos de forma oval, estrutura de resisténcia de parasitas
intracelulares foram isolados a partir do contetido intestinal de larvas de D. saccharalis
(Fig. 1). Nas laminas dos conteudos corporais dos parasitoides T. diatracae e P.
elaeisis foi observado esporos do patdgeno. Isto possivelmente se deve ao menor
grau de infeccdo do patdégeno nos parasitoides (Bjgrnson 2008) e/ou ao estagio de

desenvolvimento do microsporideos na célula hospedeira (Becnel et al., 2002).

Figura 1 - Imagem do esfregaco corado com Giemsa. Esporos do Clado Nosema/Vairimorpha isolados
do conteldo intestinal de Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae)
visualizadas em microscopio de contraste de fase (1000x). Barra de escala = 25 pm

A microscopia € uma técnica barata e rotineira para avaliar a presenca de
microsporideos, entretanto, pode ser trabalhosa e requer conhecimento para detectar
0s esporos. Além disso, o patégeno pode estar presente em apenas alguns individuos
quando a prevaléncia for baixa, fato que dificulta o diagnéstico da infeccéo (Bjgrnson
2008). Apesar de ser considerada confiavel para deteccao néo é suficiente para uma
identificacdo precisa desses parasitas, pois as estruturas morfologicas de alguns
patdgenos sdo muito semelhantes, resultando em um alto risco de erros na diagnose
(Ansari et al., 2017).
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A reacédo de PCR revelou por meio da amplificacdo de RNA ribossémico de
microsporideos que as populacdes do hospedeiro D. saccharalis e dos parasitoides
T. diatraeae e P. elaeisis estédo infectadas por parasitas intracelulares (Fig. 2). A
sequéncia de rRNA SSR tem sido amplamente utilizada como um marcador molecular
para estimar as relagfes filogenéticas entre os microsporidios por meio de um gene
altamente conservado. No entanto, este gene ndo pode ser usado para distinguir

espécies estreitamente relacionadas (Canning et al., 1999; Tsai et al., 2003).

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose (1%) da amplificagdo dos produtos de PCR da regido small
subunit (SSU) do RNA ribossémico para identificacdo de microsporideos. Coluna M:
Marcador de DNA de 100 pb. Colunas 1-3. Amostras positivas de Diatraea saccharalis
(Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae), Trichospilus diatraeae (Cherian & Margabandhu) e
Palmistichus elaeisis (Delvare & LaSalle) (Hymenoptera: Eulophidae). Coluna (-). Controle
negativo, sem amplificacéo

Os resultados sugerem que os isolados estao intimamente relacionados com as
espécies de Vairimorpha sp. (GenBank JQ083083.1), com o qual compartilha 100%
de identidade do gene SSR rRNA (222 pb) dessas sequéncias no Nucleotide BLAST,
e as espécies do género Vairimorpha formam um clado com Nosema spp. No entanto,
0s géneros Nosema e Vairimorpha nédo podem ser separados em diferentes clados
usando analises moleculares (Tsai et al., 2003; Ku et al., 2007).

A ocorréncia de microsporideos nas populacdes de D. saccharalis e nos
parasitoides T. diatraeae e P. elaeisis pode se tornar um problema na producdo em
massal e em programas de controle bioldgico. Patdgenos deste grupo podem
permanecer de forma latente sem causar sintomas visiveis nos hospedeiros
(Bjgrnson, 2008). Esse quadro pode se perpetuar durante varias geracdes gragas a

possibilidade de transmissao vertical, quando infeccéo é transmitida dos pais para os
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descendentes e horizontal quando ocorre pelo contato entre individuos, que pode ser
favorecido pelo ambiente de confinamento das criagbes massais (Dubuffet et al.,
2013).

Parasitoides multiplicados de forma massal, geralmente sdo contaminados
guando as larvas se alimentam da hemolinfa ou de tecidos infectados, resultando em
uma variedade alteragbes. Dependendo do grau de infecgcdo nas populacbes de
inimigos naturais, podem ocorrer alteracées na duracdo da fase jovem, reducédo da
sobrevivéncia, alteracdo do comportamento de voo e de busca do hospedeiro. Tais
sintomas foram relatados em C. flavipes (Simfes et al., 2012), Cotesia vestalis
(Haliday) (Hymenoptera: Braconidae), Macrocentrus grandii Goidanich (Hymenoptera:
Braconidae) (Kermani et al., 2014), Phytoseiulus persimilis (Acari: Phytoseiidae)
(Bjgrnson & Keddie, 1999) e Chrysoperla carnea (Stephens) (Neuroptera:
Chrysopidae) (Bjgrnson et al., 2013).

Assim, verifica-se a necessidade de investigacao detalhada da interacéo entre a
infecc@o por esse microsporideos nos hospedeiros D. saccharalis e parasitoides de
pupa T. diatraeae e P. elaeisis, para verificar a qualidade e melhorar a compreensao
do real impacto desse parasita na biologia e no comportamento de busca do
hospedeiro em campo.
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CONSIDERACOES FINAIS

As alteracfes nas caracteristicas bioldgicas de populacdes de C. flavipes oriundas
de biofabricas do estado de Séao Paulo, podem influenciar o desempenho dos inimigos
naturais em campo, devido a alta propor¢cdo de machos nas popula¢gdes B e D e ao
curto tempo de sobrevida de parasitoides fémeas das biofabricas B e C.

As populacdes de C. flavipes de S&o Paulo, Parana, Minas Gerais e Alagoas
apresentam caracteristicas biologicas que podem ser reflexo das condi¢cdes de
multiplicacéo utilizadas durante o experimento.

A predominancia de parasitoides caminhantes em todas as populacdes de C.
flavipes podem afetar negativamente a dispersao do inimigo natural.

A presenca de parasitas intracelulares do clado Nosema sp./Vairimorpha sp. no
parasitoide larval C. flavipes e nos parasitoides de pupa T. diatracae e P. elaeisis,
indica a necessidade de aprimoramento das técnicas de deteccdo e mitigacao do
patdgeno nas criacdes massais desses parasitoides.

A andlise filogenética sugere que os parasitas presentes em C. flavipes pertencem
ao mesmo grupo taxonémico e possuem uma baixa diversidade genética.

Dessa forma, a manutencédo da eficiéncia do controle bioldgico da broca-da-cana
D. saccharalis e sucesso dos parasitoides T. diatraeae e P. elaeisis, dependera de
mais estudos sobre o real impacto de parasitas intracelulares e da melhoria dos

protocolos de controle de qualidade empregados atualmente.
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