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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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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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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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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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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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