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RESUMO

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



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

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

microsporidio; controle de qualidade.



ABSTRACT

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



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

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

quality control.
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INTRODUCAO GERAL

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

ASSOCIACAO E INFLUENCIA DE SIMBIONTES NA APTIDAO DE DIATRAEA
SACCHARALIS (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) E COTESIA FLAVIPES
(HYMENOPTERA: BRACONIDAE)

RESUMO

Interacbes simbibnticas entre microrganismos e artropodes podem ocasionar
alteracdes biologicas, fisiologicas e reprodutivas na populacdo hospedeira. Com
isso, 0 presente estudo teve como objetivo a prospeccdo de simbiontes
facultativos do género: Arsenophonus, Hamiltonella, Cardinium, Spiroplasma,
Rickettsia, Serratia, Wolbachia, Sodalis e Nosema em Diatraea saccharalis
(Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) e Cotesia flavipes (Cameron)
(Hymenoptera: Braconidae) mantidos em laboratério, bem como, avaliar a
influéncia da infeccdo na aptiddo destes hospedeiros. Para tanto, foram
utilizados pimers 16S rDNA para a deteccdo destes simbiontes facultativos em
D. saccharalis e C. flavipes e, ap6s a confirmagdo da associacdo foram
realizadas avaliacfes biologicas e morfolégicas no hospedeiro a fim de verificar
possiveis alteracdes ocasionadas pela infec¢do por esses microrganismos. Nas
amostras de D. saccharalis analisadas ndo foi detectada a presenca das
espécies de simbiontes estudadas. Em C. flavipes foi detectada a presenca do
endossimbionte Wolbachia, sendo que, tal associagao resultou em alteracbes
em caracteristicas biolégicas deste parasitoide. Os resultados apresentados
neste estudo fornecem informacdes que servirdo de base para o entendimento
sobre o0 papel de Wolbachia na manutencdo da qualidade de
populacdes/linhagens de C. flavipes.

Palavras-chave: controle bioldgico; controle de qualidade; endossimbionte;
Wolbachia.
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ABSTRACT

Symbiosis between microorganisms and host arthropods can cause biological,
physiological, and reproductive changes in the host population. The present
study aimed to survey facultative symbionts of the genera Arsenophonus,
Hamiltonella, Cardinium, Spiroplasma, Rickettsia, Serratia, Wolbachia, Sodalis
and Nosema in Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) and
Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) in laboratory, and
evaluate the influence of the infection on the fithess of these hosts. For this
purpose, 16S rDNA primers were used to detect these facultative symbionts in
the host species, and hosts’ biological and morphological features were
evaluated for changes resulting from the infection caused by these
microorganisms. The bacterium symbiont species herein studied were not
detected in the D. saccharalis samples analyzed, but the endosymbiont
Wolbachia was detected in C. flavipes and altered biological aspects of this
parasitoid insect. The results of this study provide information that can serve as a
basis for understanding the role of Wolbachia in maintaining the quality of
populations/lineages of C. flavipes.

Key words: biological control; quality control; endosymbionts; Wolbachia.
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1.1 INTRODUCAO

A broca-da-cana-de-acucar, Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae), € uma praga polifaga, tendo como plantas hospedeiras diversas
espécies da familia Poaceae. O ataque € comumente evidenciado em lavouras
de cana-de-acucar em todo o continente americano, principalmente no Brasil,
maior produtor mundial desta cultura (ROSSATO et al., 2013; FERREIRA et al.,
2018).

Os impactos econbmicos ocasionados por esta praga em cultivos
agricolas se devem pelos danos diretos, causados pela alimentacdo das lagartas
e pelos danos indiretos, os quais sdo acarretados pela presenca de fungos
oportunistas, que desenvolvem podriddes. Em cana-de-acglcar, tais danos
interferem na qualidade da matéria prima e reduzem o rendimento e a qualidade
do acucar e do etanol (FERREIRA et al., 2018).

O principal método de controle empregado para a regulacédo populacional
de D. saccharalis € por meio da utilizacdo do parasitoide larval, Cotesia flavipes
(Cameron) (Hymenoptera: Braconidae), utilizado em liberacBes inundativas em
cerca de 3,5 milhBes de hectares em cana-de-acUcar no Brasil, representando
um dos maiores programas de controle biolégico do mundo (PARRA; COELHO,
2019; FONTES et al., 2020).

Devido ao sucesso no controle de D. saccharalis, por meio da utilizacao
de C. flavipes, medidas que visam a qualidade deste agente de controle
biolégico e do hospedeiro durante o processo de producao sao imprescindiveis.
Varios fatores estdo relacionados com alteracdes na aptiddo de insetos, dentre
esses, a associacdo com organismos simbiontes sdo responsaveis por uma
ampla consequéncia ecolégica e evolutiva para as espécies hospedeiras
(HARRIS et al., 2010; DICKE; POELMAN, 2020).

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

Os insetos s&o hospedeiros naturais de inumeros microrganismos

simbiontes, o0s quais podem ser obrigatorios, desempenhando funcbes
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ecolégicas e bioldgicas essenciais para a sobrevivéncia e facultativos, os quais
muitas vezes infectam apenas uma parte da populagéo, e sdo mantidos por meio
da provisdo de beneficios condicionais ou por manipulacdo da reproducédo do
hospedeiro. A eliminacdo desses simbiontes facultativos frequentemente resulta
em pouco ou nenhum custo ou beneficio aparente para o inseto hospedeiro
(DOUGLAS, 1989; DURON et al., 2008; BROWNLIE; JOHNSON, 2009).

Interacdes simbidticas mutualisticas entre polydnavirus (PDVs) e Cotesia
spp. sdo comumente relatadas, os quais desempenham papel importante no
desenvolvimento do parasitoide imaturo dentro do hospedeiro (STOLTZ,
VINSON, 1979; HERNIOU et al., 2013; CONSOLI; KITAJIMA, 2017; TAN et al.,
2018). Sao relatadas também a infeccdo de Nosema sp. (Microspora:
Nosematidae) em criacdes de D. saccharalis, o que compromete a producgéo de
C. flavipes, e sua consequente utilizacdo em programas de controle biolégico,
visto que, infecgbes por este microrganismo causam alteragdes em parametros
biolégicos e no comportamento de busca deste agente de controle (SIMOES et
al., 2012).

Evidéncias como essas demonstram a relevancia de compreender as
interacbes simbidticas e o efeito de tais associacfes em populacbes de D.
saccharalis e C. flavipes, a fim de detectar possiveis alteracdes biologicas e
morfolégicas mediadas pela acdo desses microrganismos. Com isso, 0 presente
estudo teve como objetivo a prospeccao de simbiontes facultativos do género:
Arsenophonus, Hamiltonella, Cardinium, Spiroplasma, Rickettsia, Serratia,
Wolbachia, Sodalis e Nosema em D. saccharalis e C. flavipes mantidos em
laboratorio, bem como, avaliar a influéncia da infeccdo na aptiddo destes

hospedeiros.

1.2 MATERIAL E METODOS

As criag0Oes e bioensaios foram realizados nos laboratorios do Grupo de
Pesquisa em Manejo Integrado de Pragas na Agricultura (AGRIMIP), as analises
moleculares foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular e as
medicbes morfolégicas no Laboratério de Controle Biolégico de Pragas
Florestais (LCBPF) do Departamento de Protecdo Vegetal, Faculdade de

Ciéncias Agrondmicas (FCA), Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
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Filho” (UNESP), Botucatu, Sdo Paulo. As criacdes e ensaios foram realizados
sob condi¢des controladas a uma temperatura de 25 = 1° C, umidade relativa
(UR) de 60 = 10% e fotofase de 12 h.

1.2.1 Obtencé&o e multiplicagdo dos insetos

Os exemplares de D. saccharalis e C. flavipes foram obtidos em biofabrica
do Estado de S&o Paulo, Brasil. Para a multiplicagdo de D. saccharalis foi
utilizada a dieta artificial proposta por Hensley e Hammond (1968) adaptada
(dgar substituido pela carragenina) e as metodologias de criacdo para este
inseto hospedeiro e para o0 parasitoide larval C. flavipes seguiram

recomendacdes descritas por Garcia et al. (2009).

1.2.3 Detecgéo de simbiontes de Diatraea saccharalis e Cotesia flavipes

1.2.3.1 Extracdo do DNA genbémico

Foram selecionadas aleatoriamente uma lagarta de D. saccharalis (4°
instar) e 50 exemplares de C. flavipes para extracdo do DNA gendmico e
padronizacdo da reacdo de polimerase em cadeia (PCR), provenientes da
criacdo estoque mantidas no laboratério do AGRIMIP (FCA/UNESP).

A lagarta de D. saccharalis foi submetida a um processo de lavagem com
solucao salina (0,85% NaCl) seguida de &lcool 70%, sendo posteriormente
macerada em Becker de vidro estéril (10 mL), sendo removido partes do corpo
do inseto. O conteudo corporal resultante foi dissolvido em solu¢do de 80 ul de
resina Chelex100 (Bio-Rad Laboratories) a 10%, diluido em agua estéril e 8ul de
proteinase K (20 microgramas/mL) em microtubos de 200pl.

Para a extragdo do DNA dos parasitoides foi realizado um procedimento
semelhante, diferindo apenas no processo de maceracgéo, onde os exemplares
dos parasitoides (50 individuos) foram macerados diretamente no microtubo de
200yl utilizando os mesmos reagentes descritos acima.

Posteriormente, os tubos foram agitados por cinco segundos em Vortex

Biomixer MOD QL901 e Mini centrifuga de bancada Ministar a 6200 rpm e
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depois transferidos para termociclador Infinigen (modelo TC-96CG) a 95°C
durante 20 minutos.

1.2.3.2 Reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e sequenciamento

A partir do DNA extraido, foi realizada a metodologia de reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) para a deteccdo molecular dos simbiontes do género:
Arsenophonus, Hamiltonella, Cardinium, Spiroplasma, Rickettsia, Serratia,
Wolbachia, Sodalis e Nosema utilizando os iniciadores (primers) especificos

(Tabela 1) que amplificam a regido small subunit (SSU) do RNA ribossdmico.
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Tabela 1 - Lista de primers utilizados na deteccdo de simbiontes de

Diatraea saccharalis e Cotesia flavipes

Simbionte ;sge Sequéncia do Primer 5'>3' (pb) Referéncia
165 F-CGTTTGATGAATTCATAGTCAAA THAO:

Arsenophonus 1pNa - R-GGTCCTCCAGTTAGTGTTACCCAAC 200 BEUMANN,
l6s  F-TACTGTAAGAATAAGCACCGGC ZCHORI-FEIN;

Cardinium — \2NA R-GTGGATCACTTAACGCTTTCG 200 DESTIMAN.

" I 16S F-TGAGTAAAAGTCTGGAATCTGG ZCHORI-FEIN:
Hamiltonella  oNA  R-AGTTCAAGACCGCAACCTC 700" BROWN, 2002
Rickettsia 16S  F-GCTCAGAACGAACGCTATC 000 CGOTTLIEB et

RNA R-GAAGGAAAGCATCTCTGC al., 2006
Serratia 16S F-CGCAGGCGGTTTGTTAAGTC ,6g RIBEIROetal,
rRNA R-CTTCAAGGGCACAACCTCCA 2019
_ 165 F-ACCGCATAACGTCGCAAGACC 100 NOVAKOVA:
Sodalis rRNA R-CTTAACCCAACATTTCTCAACACGAG 0  HYPSA, 2007
coiroplasma 165 F-GCTTAACTCCAGTTCGCC 800 MONTENEGRO
pirop rRNA R-CCTGTCTCAATGTTAACCTC et al., 2005
Wolbachia 16S  F-CGGGGGAAAAATTTATTGCT 00 HEDDIetal,
rRNA R-AGCTGTAATACAGAAAAGTAAA 1999
Carsonela 165 F-CACGTGCTACAATGAGTAAAACAA .o THAOetal,
rRNA R-GGTTCCCCTACAGCTACCTTG 2000
Nosema 165 F-CACCAGGTTGATTCTGCC 5yp VOSSBRINCK
rRNA R-TTATGATCCTGCTAATGGTTC et al., 1993

Para a deteccdo dos simbiontes do género: Arsenophonus, Hamiltonella,

Cardinium, Spiroplasma, Rickettsia, Serratia, Wolbachia e Sodalis foi realizada

em um mix de PCR contendo 12,5ul de Taqg DNA Polimerase (NeoBio); 7,5ul

agua miliQ; 1,0ul de cada primer e 3,0ul de DNA da amostra, totalizando um

volume de 25pl. Para deteccdo de Nosema sp. foi utilizado um mix contendo

12,5ul de Tag DNA Polimerase (NeoBio); 5ul agua miliQ; 1,25ul de cada primer e

5,0ul de DNA da amostra, totalizando um volume de 25pl.

As reacOes de PCR foram realizadas em termociclador INFINIGEN

(modelo

TC-96CG),

executadas seguindo as

seguintes

condicgdes:
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Arsenophonus e Hamiltonella: temperatura de desnaturacao inicial a 95°C por 2
min., seguido de 30 ciclos de 95°C a 30 seg., 58°C a 30 seg., 72°C a 1 min. e
extensdo final de 72°C por 5 min.; Cardinium: temperatura de desnaturacao
inicial a 95°C por 2 min., seguido de 30 ciclos de 92°C a 30 seg., 57°C a 30 seqg.,
72°C a 30 seg. e extensao final de 72°C por 5 min; Regiella e Spiroplasma:
temperatura de desnaturacao inicial a 94°C por 5 min., seguido de 30 ciclos de
94°C a 1 min., 52°C a 1 min., 72°C a 2 min. e extensao final de 72°C por 5 min;
Rickettsia: temperatura de desnaturacao inicial a 95°C por 2 min., seguido de 30
ciclos de 92°C a 30 seg., 58°C a 30 seg., 72°C a 30 seg. e extenséo final de
72°C por 5 min.; Serratia: temperatura de desnaturacao inicial a 95°C por 10
min., seguido de 35 ciclos de 95°C a 1 min., 62°C a 1 min., 72°C a 1 min. e
extensao final de 72°C por 1 min; Sodalis: temperatura de desnaturacéo inicial a
94°C por 5 min., seguido de 30 ciclos de 94°C a 1 min., 62°C a 1 min., 72°C a 2
min. e extensdo final de 72°C por 5 min; Wolbachia: temperatura de
desnaturacao inicial a 95°C por 3 min., seguido de 30 ciclos de 95°C a 30 seg.,
55°C a 30 seg., 72°C a 30 seg. e extenséao final de 72°C por 5 min; Nosema:
temperatura de desnaturacao inicial a 95 °C por 4 minutos, seguida por 45 ciclos
com desnaturacdo 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.

Para leitura dos produtos resultantes das PCRs foi empregado marcador
molecular 100pb (Norgen) e gel de agarose 1%, contendo 80 ml de solucéo
tampao TBE; 0,8g de agarose (Neo3Bio) e 0,4pl de intercalante de DNA GelRed
(NeoBio), sendo visualizados em transiluminador de luz UV (Major Science).

Foi realizada a purificacdo dos produtos das PCRs que detectaram a
presenca de simbiontes, a qual foi realizada por kit de purificagcdo Cellco, de
acordo com as recomendacgdes do fabricante. As analises quantitativas foram
feitas por densidade 6tica e espectrofotdmetro (NanoDrop MD-1000 UV-Vis).

Os fragmentos amplificados foram sequenciados por meio do
sequenciador automatico de DNA Sanger (Modelo: ABI 3500 - Applied
Biosystems), no Instituto de Biotecnologia (IBTEC) da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Botucatu, S&o Paulo. As sequéncias
de DNA obtidas foram comparadas as depositadas no GenBank (NCBI —

National Center for Biotechnology Information) por meio do programa BLAST
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(Basic Local Alignment Search Tool) e a identificacdo especifica dos simbiontes
foi realizada a partir de escores de similaridade de sequéncias e porcentagem de

similaridade.

1.2.4 Producéo de linhagens de Cotesia flavipes apossimbiontes

ApoOs a confirmagdo da infeccdo por Wolbachia) foram selecionados
individuos para a producdo de linhagens irméds apossimbiontes. Para isso, partes
dos individuos foram alimentadas com mel puro mantendo a associacdo com
Wolbachia (W™), enquanto outra parte da populacgéo foi submetida a alimentagao
de mel puro com a adi¢do de antibiotico (0,25% de tetraciclina) para a eliminacéo
do simbionte (W’) (LI et al., 2014).

O processo de eliminagdo de Wolbachia em C. flavipes foi realizado por
guatro geracdes consecutivas, sendo posteriormente, selecionados
aleatoriamente individuos das duas populacbes para a confirmacdo da
eliminacdo do simbionte por meio de PCR de acordo com as metodologias
descritas anteriormente.

Apds o processo de descontaminacado, a populacdo submetida a ingestéo
de antibiéticos foi alimentada por dez geragcbes com mel puro sem adicdo de
produtos para a completa restauracdo da microbiota intestinal e

consequentemente eliminar possiveis efeitos colaterais do tratamento.
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1.2.5 Alteragcdes no desenvolvimento de Cotesia flavipes associada a
infecgao de Wolbachia

1.2.5.1 Caracteristicas biolégicas

Foram utilizadas lagartas de D. saccharalis aptas para o parasitismo
(entre 15 a 23 mm), provenientes da criacdo estoque do AGRIMIP
(FCA/UNESP), as quais foram ofertadas individualmente 20 para fémeas adultas
de C. flavipes W* e W™ com até 48 horas de desenvolvimento para o processo de
parasitismo. Em seguida, tais lagartas foram mantidas individualmente em
capsulas de plastico (3 cm de diametro x 7 cm de altura), contendo no interior
dieta de realimentacdo, sendo replicadas 20 lagartas para cada populacdo do
parasitoide.

Para avaliacdo das caracteristicas biolégicas de C. flavipes, apds a saida
das larvas do parasitoide do corpo da lagarta e a pupacéo, as massas de pupas
foram retiradas e acondicionadas em tubos de vidro (2,5 cm de diametro e 1cm
de altura), sendo observadas diariamente para a determinacdo do periodo de
desenvolvimento (dias) ovo-pupa e pupa-adulto; a viabilidade pupal (equagéo 1);
a razdo sexual (equacao 2) e a sobrevivéncia dos adultos.

Viabilidade (%) — Nimero de pupas do parasitoide %100 Eq ) 1

Numero de parasitoides

< Niimero de fé
Razdo sexual = T Eq. 2

Nimero de fémeas+Numero de machos

Para a avaliacdo da sobrevivéncia dos machos e fémeas adultos, vinte
individuos de ambos o0s sexos foram selecionados aleatoriamente e
individualizados em tubos de vidro (2,5 cm de diametro x 8 cm de altura) e
observados diariamente até a constatagcdo da mortalidade. Na parte interior
desses tubos eram aplicadas finas fileiras de mel puro com o auxilio de alfinete

entomologico para a alimentagao dos adultos.
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1.2.5.2 Morfometria

Foram realizadas as medi¢cdes morfologicas de dez fémeas e dez machos
adultos de C. flavipes com W' e W". Os parasitoides foram colocados em
laminas contendo alcool em gel, posicionados em vista lateral direita. As laminas
com os parasitoides foram fotografadas em microscopio éptico Leica EZ4 D
acoplado a uma camera. Posteriormente, as fotografias foram medidas usando o
software ImageJ — Version 2.00.

As estruturas morfolégicas medidas foram: 1 - comprimento total (térax +
abdbmen); 2 - comprimento da asa anterior direita; 3 - largura da asa anterior
direita e 4 - comprimento da tibia posterior, medindo da juncédo da tibia com o

tarso.

1.2.5.3 Capacidade de voo

Para a avaliacdo da capacidade de voo de C. flavipes W* e W~ foi utilizada
a metodologia proposta por Dutton e Bigler, (1995) e adaptada por Prezotti et al.
(2002).

Para tanto, foram utilizadas unidades-teste, as quais consistem em um
cilindro de PVC, com o interior recoberto com papel cartdo preto e, com o fundo
vedado com papel preto ajustado sobre um disco de isopor de 1 cm de
espessura e de mesmo diametro do cilindro. Na parte interna da unidade-teste
foi pincelado um anel de cola entomolégica sobre uma faixa de acetato (1cm de
espessura) a 3,5 cm da extremidade inferior do cilindro, utilizado como barreira
para os parasitoides caminhadores. A parte superior da unidade-teste foi vedada
com uma placa de Petri transparente coberta internamente com cola
entomoldgica, servindo como armadilha para os parasitoides em voo.

O tubo de ensaio (2,5 cm de diametro x 8 cm de altura) contendo uma
massa de pupa, com aproximadamente 100 pupas de C. flavipes prestes a
emergéncia foi fixado no centro da regido inferior da unidade-teste, sobre o
disco de isopor. No interior do tubo foi fornecido goticulas de mel puro para
servirem de alimento para os parasitoides. Foram utilizadas vinte unidades-
testes para cada populagédo do parasitoide, as quais foram mantidas em camara

de fluxo laminar vertical sob luz fluorescente, onde permaneceram por trés dias.
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Posteriormente avaliou-se o numero de espécimes de C. flavipes presentes no
anel de cola (caminhadores), na placa de Petri (voadores) e no fundo do cilindro

(n&o voadores).

1.2.7 Andlise Estatistica

Os dados resultantes dos bioensaios foram analisados por analises
exploratérias para avaliar as premissas de normalidade e homogeneidade de
variancias pelos testes de Shapiro-Wilk (p < 0,05) e Bartlett (p < 0,05). Os dados
de morfometria foram submetidos a analise pelo teste t (p < 0,05) para comparar
as diferencas entre as médias. Os dados que ndo apresentaram normalidade e
homogeneidade de variancias (periodo de desenvolvimento ovo-pupa e pupa-
adulto, viabilidade, razédo sexual e teste de voo) foram submetidos a analise ndo
paramétrica. O teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (p <0,05) foi utilizado para
comparar dois tratamentos e o de Kruskal-Wallis (p < 0,05) para comparacdes
multiplas.

As curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier foram construidas com
dados de sobrevida em idades especificas e comparadas pelo teste de LogRank
(p < 0,05). Todas as andlises foram realizadas no software InfoStat (DI RIENZO
et al., 2011).

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Simbiontes de Diatraea saccharalis e Cotesia flavipes

Ndo foi detectada a associacdo entre as espécies de simbiontes
prospectadas e a populacdo de D. saccharalis estudada. No entanto, em C.
flavipes foi detectada a presenga da a - proteobacterium Wolbachia
(Rickettsiales: Anaplasmataceae) (98% de identidade com o acesso:
CP037426.1 no GenBank).

Dentre as detecgcOes de simbiontes realizadas em C. flavipes foi
observado que os individuos que receberam o tratamento com antibiético
apresentaram resultados negativos na PCR para infeccdo por Wolbachia apés

quatro geracdes sucessivas da ingestao da tetraciclina. Assim como, também foi
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observada a auséncia desse simbionte na populacdo W' apds dezessete
geracbes da primeira deteccdo de Wolbachia mesmo sem a adicdo de

tratamento na sua alimentacéao.

1.3.2 Alteragdes no desenvolvimento de Cotesia flavipes associada a
infeccao de Wolbachia

1.3.2.1 Caracteristicas bioldgicas

Alteracfes biologicas em C. flavipes ocasionadas pela associacdo com
Wolbachia foram observadas na duracdo do periodo de desenvolvimento (dias)
de ovo-pupa (p = 0,010) e na sobrevivéncia de fémeas adultas das duas
populacdes (p <0,001).

O periodo de desenvolvimento (dias) ovo-pupa de C. flavipes W* foi
superior ao observado para populacdes W'. Entretanto, no desenvolvimento
pupa-adulto ndo foram observadas diferencas estatisticas entre as duas

populacdes (p= 0,935) (Figura 1).
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Figura 1 - Caracteristicas bioldgicas de Cotesia flavipes infectada (W+) e
nao (W-) infectada por Wolbachia. Desenvolvimento (dias) ovo-
pupa (A) e pupa-adulto (B), viabilidade de pupas (C) e razéo
sexual (D). As letras diferentes dentro de cada gréafico séao
significativamente diferentes entre si (Teste de Wilcoxon Mann-
Whitney p <0,05)
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N&o foram observadas diferencas entre as populagdes de C. flavipes em
relacdo aos parametros biologicos viabilidade de pupas (p = 0,234) e razéo
sexual (p = 0,958) (Figura 1).

A andlise de sobrevivéncia ndo demonstrou diferencas na longevidade
entre machos das duas populagcdes (p = 0,663), 0s quais apresentaram
sobrevivéncia média de 48 horas (Figura 2). Entretanto, ao comparar a
sobrevivéncia de fémeas W* e W', foram observadas diferencas estatisticas (p
<0,001). Fémeas de C. flavipes sem a presenca de Wolbachia apresentam em
média 72 horas de sobrevivéncia, as quais sdo mais longevas que fémeas com a

presenca deste simbionte (Figura 2).
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Figura 2 - Sobrevivéncia de Cotesia flavipes infectada (W+) e nédo infectada
(W-) por Wolbachia. Fémeas (W+ e W-) (A) e machos (W+ e W-) (B).
Teste de LogRank (p < 0,05)
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1.3.2.2 Morfometria

Somente foram observadas diferencas estatisticas entre fémeas de C.
flavipes infectadas e nao infectadas por Wolbachia no comprimento (p = 0,025) e
largura (mm) (p = 0,013) da asa anterior direita, onde, tais medidas foram
superiores em fémeas W" (Figura 3). Os machos de C. flavipes W* e W™ diferiram
entre si somente no comprimento (mm) da tibia (p = 0,015), sendo que, quando
nao infectados por Wolbachia tais individuos apresentam em média tamanho de

tibia maior que os com a presenca deste simbionte.
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Figura 3 - Tamanho (mm) do comprimento do corpo (A), comprimento da
asa direita (B), largura da asa anterior direita (C) e comprimento
da tibia direita (D) de fémeas e machos de Cotesia flavipes
infectada (W") (caixas pretas) e ndo infectada (W) (caixas
brancas) por Wolbachia (W). Os gréaficos de caixas representam
a mediana e os quartis médios de 75 e 25%, os bigodes
representam os limites superior e inferior e o0s pontos
representam os valores discrepantes. As letras diferentes dentro
de cada grafico séo significativamente diferentes entre si (Teste t
p <0,05)
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1.3.2.3 Capacidade de voo

N&o foram observadas diferengas estatisticas na porcentagem de adultos
voadores (p = 0,570), caminhadores (p = 0,551) e néo voadores (p = 0,703) entre

as populacdes de C. flavipes (W* e W) (Figura 5). Entretanto, ao comparar a
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capacidade de voo de individuos da mesma populacéo foi observada a presenca

de um namero maior de individuos voadores (p <0,0001) (Figura 3).

Figura 4 - Porcentagem de adultos voadores, caminhadores e ndo voadores

Porcentagem de insetos

de Cotesia flavipes previamente infectados (W+) e ndo (W-)
infectados por Wolbachia. Os graficos de caixas representam a
mediana e o0s quartis médios de 75 e 25%, os bigodes
representam o0s limites superior e inferior e o0s pontos
representam os valores discrepantes. Colunas com a mesma
letra minldscula (entre as populacdes) e mailscula (dentre a
populacdo) ndo séo significativamente diferentes entre si pelos
teste de Wilcoxon Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis p < 0,05,

respectivamente.
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1.4 DISCUSSAO

Associagfes simbidticas entre Wolbachia e Cotesia spp. sdo relatadas na
literatura, entretanto, a associacdo entre Wolbachia e C. flavipes é apresentada
pela primeira vez neste estudo (MOCHIAH et al., 2002; RATTAN et al., 2011;
SRINIVASA et al., 2011; BRANCA et al., 2011; 2019; MURTHY et al., 2015).
Wolbachia é uma bactéria simbionte intracelular obrigatério, encontrada
infectando uma grande diversidade de artrOpodes, € transmitida verticalmente
pela fémea através do Ovulo, estando presente principalmente nos tecidos
reprodutivos do hospedeiro (O'NEILL et al., 1997; DURON et al., 2008).
Evidéncias remotas também relatam a transferéncia horizontal entre Wolbachia e
o hospedeiro (O'NEILL et al., 1992; WERREN et al., 1995). Contudo, ndo foram
observadas infec¢cdes desse simbionte em D. saccharalis, demonstrando que a
transmissao de Wolbachia em C. flavipes é realizada verticalmente.

Infeccdbes por Wolbachia sdo responsaveis principalmente por
manipulacbes na sexualidade ou alteracbes na ecologia reprodutiva do
hospedeiro, induzindo a incompatibilidade citoplasmatica, partenogénese,
feminizagéo e aniquilagdo de machos. Tais manipulagdes garantem o isolamento
reprodutivo da populacdo infectada e consequentemente O Ssucesso no
estabelecimento desse simbionte na populacdo hospedeira (STOUTHAMER et
al., 1999; MOCHIAH et al., 2002).

Embora algumas cepas de Wolbachia infectem com sucesso as
populacdes hospedeiras, outras ndo apresentam a capacidade de parasitar os
sistemas reprodutivos de seu hospedeiro ou fazé-lo de maneira
adequada (HOFFMANN et al., 1996). Tal afirmacédo elucida o ocorrido neste
estudo, o qual ndo foi observado feminizacdo e aniquilacdes de machos de C.
flavipes infectado por Wolbachia, sugerindo que esse simbionte ndo apresenta a
capacidade de induzir partenogénese telitoca nesta populacdo e/ ou néo
consigam se replicar a niveis altos no organismo deste parasitoide. Outro fato
observado que pode firmar tal observacéo foi a descontaminacao de Wolbachia
em populacdes de C. flavipes mantidas sem a ingestdo de antibidticos apds
algumas gerac¢6es mantidas em laboratério.

Embora que, ndo tenha sido observada a inducédo de partenogénese em

C. flavipes devido a infecgdo por Wolbachia, investigacfes futuras devem avaliar
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o efeito da infeccdo deste simbionte na incompatibilidade citoplasmatica
intraespecifica deste parasitoide, visto que, a provavel mistura de populacdes
infectadas e néo infectadas que apresentam tal alteracdo reprodutiva ocasiona
um reducdo na taxa de crescimento populacional do parasitoide e com
consequente implicagdes em programas de controle bioldgico.

Com relacdo as alteragbes no desenvolvimento de C. flavipes
ocasionadas pela infeccdo por Wolbachia, foi observado que tal associacao
manifestou alteracbes em caracteristicas bioldgicas e morfolégicas deste
parasitoide. Os resultados apresentados neste estudo sao apoiados por diversos
estudos que demonstram alteracdes na aptidao de artropodes infectados por
Wolbachia (MCGRAW; O’NEILL, 2004; FRY et al., 2004; SERGA et al., 2014;
STEVANOVIC et al., 2015).

Tais efeitos sobre a aptiddo de artropodes podem ser revertidos com o
tratamento da populacédo infectada por meio de antibiéticos, assim como foi
registrado em C. flavipes, contudo, Dedeine et al (2001; 2005) constataram a
participacdo dessa bactéria na oogénese de Asobara tabida Nees
(Hymenoptera: Braconidae), em que fémeas apossimbiontes foram incapazes de
produzir o6citos maduros e, portanto, ndo conseguiam se reproduzir, se tratando
do primeiro registro da transicdo da simbiose facultativa para a obrigatoria
em associagfes artropodes- Wolbachia. Em C. flavipes ndo foi constatado tal
efeito, uma vez que as populacdes apossimbiontes ndo apresentaram alteracées
reprodutivas.

Os resultados inéditos fornecidos em nosso estudo fornecem informacdes
gue servirdo de base para o entendimento sobre o papel de Wolbachia na
manutencdo da qualidade de C. flavipes, além de demonstrar a importancia de
estudos voltados para esses microrganismos, uma vez, que é evidente a sua

influencia no desenvolvimento dos hospedeiros associados.
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CAPITULO 2

ALTERACOES MORFOLOGICAS DE Cotesia flavipes (HYMENOPTERA:
BRACONIDAE) EM DECORRENCIA DA INFECCAO DE Nosema sp.
(MICROSPORA: NOSEMATIDAE)

RESUMO

Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) € o principal agente de
controle utilizado na regulacdo populacional da broca da cana-de-aclcar,
Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae). Entretanto, a
qualidade dos parasitoides multiplicados em grande escala vem sendo
comprometida devido a contamina¢fes pelo patbgeno Nosema sp. (Microspora:
Nosematidae), a qual afeta parametros biol6gicos e a capacidade de busca
desse parasitoide. Aliado a isso, estudos apontam reducdo na capacidade de
voo de C. flavipes ao longo dos anos. Assim, objetivou-se associar a diminuicéo
na capacidade de voo deste parasitoide a infec¢cdes por Nosema sp. Para tanto,
neste estudo foram avaliados a capacidade de voo e morfometria de C. flavipes,
bem como, foram caracterizadas e analisadas as deformacdes decorrentes da
infeccdo do patégeno no parasitoide provenientes de lagartas de D. saccharalis
nao infectadas e infectadas com 1x10%; 1x10% 1x10% esporos de Nosema
sp./lagarta. Houve reducéo significativa na capacidade de voo e em medidas
morfologicas de C. flavipes, principalmente quando estas foram mantidas em
lagartas infectadas com dose = 100 esporos de Nosema sp. Também foram
constatados deformagfes em asas e aumento do abdome dos parasitoides
infectados pelo microsporidio. Assim, destaca-se a importancia das medidas que
visam avaliar a qualidade dos parasitoides multiplicados, considerando a
importancia de C. flavipes em programas de controle bioldgico.

Palavras-chave: controle bioldgico; broca-da-cana; vespa parasitica;
microsporidio; controle de qualidade.
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ABSTRACT

Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) is the main control agent
used in the population regulation of the sugarcane borer, Diatraea saccharalis
(Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae). However, the quality of parasitoids
multiplied on a large scale has been compromised due to contamination by the
pathogen Nosema sp. (Microspora: Nosematidae), which affects biological
parameters and the search ability of this parasitoid. In addition, studies indicate a
reduction in the flight capacity of C. flavipes over the years. Thus, the objective
was to associate the decrease in flight capacity of this parasitoid to Nosema sp.
infections. For this reason, this study evaluated the flight capacity and
morphometry of C. flavipes, as well as the deformations resulting from infection of
the pathogen in the parasitoid from caterpillars of D. saccharalis not infected and
infected with 1x10%; 1x10%; 1x103 spores Nosema sp./caterpillar. There was a
significant reduction in flight capacity and morphological measurements of C.
flavipes, especially when they were kept in caterpillars infected with a dose = 100
spores of Nosema sp. Deformations in the wings and increased abdomen of
parasitoids infected by microsporide were also observed. Thus, the importance of
measures aimed at evaluating the quality of multiplied parasitoids is highlighted,
considering the importance of C. flavipes in biological control programs.

Key words: biological control; sugarcane borer; parasitic wasp; microsporidium;

quality control.
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2.1INTRODUCAO

Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) é uma
importante praga da cana-de-acUcar em todo 0 continente americano.
InfestacOes desta praga em canaviais acarretam em perdas econdmicas, devido
aos danos diretos e indiretos ocasionados respectivamente pela alimentacéo das
lagartas e pela presenca de fungos oportunistas, os quais diminuem o
rendimento e a qualidade do acucar e do etanol (FERREIRA et al., 2018).

As larvas desse lepidoptero se desenvolvem quase que completamente
dentro do colmo da planta e devido a esse comportamento o controle mais eficaz
para esta praga tem sido por meio da utilizacdo de agentes de controle biolégico.
O parasitoide larval, Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) € o
agente de controle mais eficaz e utilizado para a regulacdo populacional de D.
saccharalis. No Brasil, este parasitoide € amplamente produzido, sendo liberado
em aproximadamente 3,5 milhdes de hectares de cana-de-aclcar para o
controle deste inseto (PARRA; COELHO, 2019; FONTES et al., 2020).

Apesar da eficiéncia e ampla utilizacdo de C. flavipes como agente de
controle de D. saccharalis, questionamentos sobre a qualidade dos parasitoides
liberados em campo séo frequentes. Isso se deve principalmente a estudos que
comprovam uma diminuicdo significativa na capacidade de voo e dispersao
deste parasitoide em campo nos ultimos anos, bem como, pelas infeccbes do
patdgeno intracelular Nosema sp. (Microspora: Nosematidae) em producéo
massal de D. saccharalis e C. flavipes no Brasil (BOTELHO et al.,, 1980;
SIMOES et al., 2012; VOLPE et al., 2014; DINARDO-MIRANDA et al., 2014;
PAES, 2018).

InfeccBes de Nosema sp. em populacdes de C. flavipes compromete a
utilizacao deste parasitoide em programas de controle biolégico integrado, visto
que, ocasionam alteragbes em parametros bioldgicos e no comportamento de
busca deste agente de controle (SIMOES et al., 2012). Aliado a isto, a indicios
que populacdes de C. flavipes infectadas por este patdgeno apresentam
capacidade de voo reduzida, com uma porcentagem maior de individuos
caminhadores (PAES, 2018).

Diante do exposto, o presente estudo objetivou avaliar a capacidade de

voo de C. flavipes provenientes de lagartas de D. saccharalis ndo contaminadas
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e contaminadas com 1x10%, 1x102 e 1x103% esporos de Nosema sp./ lagarta,
analisar medidas morfolégicas de C. flavipes provenientes das mesmas
condi¢cBes descritas anteriormente e caracterizar as deformacdes morfolégicas
do parasitoide contaminado por Nosema sp. a fim de associar a redugédo da

capacidade de voo e dispersao de C. flavipes a infec¢cdes por Nosema sp.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos e as criagbes dos insetos foram conduzidos sob
condicdes controladas a uma temperatura de 25 + 1° C, umidade relativa (UR)
de 60 £ 10% e fotofase de 12 h, nos laboratorios do Grupo de Pesquisa em
Manejo Integrado de Pragas na Agricultura (AGRIMIP), do Departamento de
Protecdo Vegetal, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (FCA), Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Botucatu, Sdo Paulo.

2.1 Obtencéo e multiplicacéo dos insetos

Foram multiplicadas em laboratério duas popula¢des de D. saccharalis,
gue se diferenciaram pela presenca e auséncia de infeccdo por Nosema sp., e
uma populagéo de C. flavipes néo infectada, obtidas em biofabrica do Estado de
Sao Paulo, Brasil.

Para a multiplicacéo das populacdes de D. saccharalis foi utilizada a dieta
artificial proposta por Hensley e Hammond (1968) adaptada (adgar substituido
pela carragenina) e as metodologias de criacdo para este inseto hospedeiro e
para o parasitoide larval C. flavipes seguiram recomendacbes descritas por
Garcia et al. (2009). Os parasitoides foram multiplicados em lagartas de D.

saccharalis ndo infectadas por Nosema sp.

2.2 ldentificacdo da infeccdo de Nosema sp. em Diatraea saccharalis e

Cotesia flavipes

Antes da realizacdo dos experimentos foi realizado analises moleculares

por meio da extracgdo do DNA genbmico e padronizacdo da reacdo de
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polimerase em cadeia (PCR) para a confirmacdo da infeccdo de Nosema sp. em
populacdes de C. flavipes e D. saccharalis mantidas em laboratorio.

Para a avaliacdo da presenca e identidade dos esporos, foram
selecionadas aleatoriamente 50 individuos de C. flavipes e uma lagarta de D.
saccharalis para extracdo do DNA gendmico e padronizacdo da reacdo de
polimerase em cadeia (PCR).

A lagarta de D. saccharalis foi submetida a um processo de lavagem com
solucdo salina (0,85% NaCl) seguida de alcool 70%, sendo posteriormente
macerada em Becker de vidro estéril (10 mL), sendo removido partes do corpo
do inseto. O conteudo corporal resultante foi dissolvido em solugdo de 80 pl de
resina Chelex100 (Bio-Rad Laboratories) a 10%, diluido em agua estéril e 8pl de
proteinase K (20 microgramas/mL) em microtubos de 200ul.

Para a extracdo do DNA dos parasitoides foi realizado um procedimento
semelhante, diferindo apenas no processo de maceragédo, onde os exemplares
dos parasitoides (50 individuos) foram macerados diretamente no microtubo de
200pl utilizando os mesmos reagentes descritos acima.

Posteriormente, os tubos foram agitados por cinco segundos em Vortex
Biomixer MOD QL901 e Mini centrifuga de bancada Ministar a 6200 rpm e
depois transferidos para termociclador Infinigen (modelo TC-96CG) a 95°C
durante 20 minutos.

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 reacdo de cadeia de polimerase (PCR) para deteccdo de Nosema sp.
foi realizada com um mix contendo 12,5ul de Tag DNA Polimerase (NeoBio); 5ul
agua miliQ; 1,25ul de cada primer e 5,0ul de DNA da amostra, totalizando um
volume de 25ul. As reagbes de PCR foram realizadas em termociclador
INFINIGEN (modelo TC-96CG), executadas seguindo as seguintes condi¢des:
temperatura de desnaturacao inicial a 95 °C por 4 minutos, seguida por 45 ciclos
com desnaturacdo 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.
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Para leitura dos produtos resultantes da PCR foi empregado marcador
molecular 100pb (Norgen) e gel de agarose 1%, contendo 80 ml de solucao
tampao TBE; 0,8g de agarose (Neo3Bio) e 0,4ul de intercalante de DNA GelRed
(NeoBio), sendo visualizados em transiluminador de luz ultravioleta (Major
Science).

Com base nos resultados obtidos nas analises moleculares e pela
confirmagdo da infeccdo por Nosema sp. em lagartas de D. saccharalis, estas
foram utilizadas para a preparacdo do inéculo e posterior contaminacdo de
lagartas ndo contaminadas, as quais também foram analisadas quanto a

infeccdo pelo microsporidio.

2.3 Infec¢cOes de Diatraea saccharalis e Cotesia flavipes com esporos de

Nosema sp.
2.3.1 Preparacao do in6éculo de Nosema sp.

Para a obtencéo dos esporos de Nosema sp. foram utilizadas lagartas de
D. saccharalis sintométicas, as quais foram maceradas em solugéo salina (NaCl
0,85%). A suspensado resultante foi submetida a um processo de filtragem
sucessiva através de algodao hidréfilo (2 mm) com o auxilio de uma seringa,
sendo posteriormente submetida a trés séries de centrifugacédo: 2 000 rpm a 10
minutos, seguida de 2 séries a 12 000 rpm a 1 minuto. Apos cada centrifugacao
o0 sobrenadante era descartado e ao final os esporos acumulados no final do
tubo formando um “pellet” foram suspensos em solugdo salina estéril (NaCl
0,85%) (LACEY, 2012). Os esporos obtidos foram quantificados em camara de

Neubauer e armazenados a 4°C até a instalacdo dos experimentos.

2.3.2 Infeccao das lagartas de Diatraea saccharalis

Foram utilizadas lagartas de D. saccharalis de 4° instar ndo infectadas
pelo microsporidio, provenientes da criacéo estoque do laboratério do AGRIMIP.
As lagartas foram acondicionadas individualmente em placas de plastico
(3 cm de diametro e 7 cm de altura), juntamente com um disco de dieta artificial

(0,2 cm?3) preparada sem metilparabeno (Nipagin® e sem formaldeido,
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contaminadas em sua superficie com 5 pL de suspensdes de 1x10%; 1x102; 1x103
esporos de Nosema sp./lagarta, sendo que para cada suspensdo de esporos
foram utilizadas 100 lagartas de D. saccharalis. Tais doses foram determinadas
com base em estudos realizados anteriormente, onde foram avaliados
parametros biolégicos e comportamentais do parasitoide sob diferentes niveis de
infeccdo (SIMOES et al., 2012).

No tratamento controle foram utilizadas lagartas nao infectadas, as quais
receberam dieta artificial sem adicao de esporos. As lagartas foram mantidas em
condi¢cbes controladas por 48 horas, periodo em que as lagartas D. saccharalis
realizaram o consumo do disco de dieta artificial contaminada. Posteriormente,
foram escolhidas aleatoriamente 10 lagartas de cada tratamento (controle e
contaminadas com as dosagens de esporos) para a avaliagdo da infeccdo por

Nosema sp. em microscoépio (1000x).

2.3.3 Parasitismo de Cotesia flavipes em lagartas de Diatraea saccharalis

infectadas por Nosema sp.

Para o parasitismo, foram selecionadas lagartas de D. saccharalis nédo
infectadas (controle) e infectadas com 1x10% 1x102% 1x103 esporos de Nosema
sp./lagarta, as quais foram ofertadas manualmente e individualmente para a
fémea adulta de C. flavipes. Apds o0 processo de parasitismo, as lagartas de D.
saccharalis recém-parasitadas foram transferidas para cépsulas de material
plastico (3 cm de didmetro e 7 cm de altura) contendo em seu interior dieta
artificial de realimentacdo (HENSLEY; HAMMOND, 1968), sendo colocadas 5
lagartas/capsula, mantidas em condicbes controladas. Ap6s a formacdo das
massas de pupa dos parasitoides, as mesmas foram retiradas das capsulas e
individualizadas em tubos de ensaio (2,5 cm de didmetro x 8 cm de altura) para a
realizacéo dos ensaios.

Para a confirmacéo da infeccdo de C. flavipes por Nosema sp. foram
escolhidos aleatoriamente 10 individuos adultos do parasitoide de cada

tratamento, sendo posteriormente avaliados em microscopio (1000x).
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2.3. Efeito de Nosema sp. na capacidade de voo de Cotesia flavipes

Para a avaliagdo da capacidade de voo de C. flavipes nao infectada e
infectada através da lagarta de D. saccharalis contaminada com 1x10%; 1x102 e
1x10°% esporos de Nosema sp./lagarta foi utilizada a metodologia proposta por
Prezotti et al. (2002).

Para tanto, foram utilizadas unidades-teste, as quais consistem em um
cilindro de PVC (18 cm de altura e 11 cm de diametro), com o seu interior
recoberto com papel cartdo preto e, com o fundo vedado com papel preto
ajustado sobre um disco de isopor de 1 cm de espessura e de mesmo diametro
do cilindro. Na parte interna da unidade-teste foi pincelado um anel de cola
entomoldgica sobre uma faixa de acetato (1cm de espessura) a 3,5 cm da
extremidade inferior do cilindro, utilizado como barreira para os parasitoides
caminhadores. A parte superior da unidade-teste foi vedada com uma placa de
Petri transparente (2,5 cm de diametro e 1 cm de altura) coberta internamente
com cola entomoldgica, servindo como armadilha para os parasitoides em voo
(Figura 1).

Figura 1 — Unidade para teste de voo de Cotesia flavipes. Fonte: Adaptado
de Prezotti et al. (2002)

« Placa de Pein com cola
" [armacdifa para os parasikoldes voadones)
- Papal cartio prato

.~ Tubo de ensako

o Foiza de acetato com cols
[barreira para cs parashoides caminkadores]

0.5 e i:h

3.5em

& Papal cartho pracs
15'"'. - |sopor

O tubo de vidro (2,5 cm de diametro x 8 cm de altura) contendo uma massa
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de pupa com aproximadamente 100 individuos de C. flavipes prestes a
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emergéncia foi fixado no centro da regido inferior da unidade-teste, sobre o disco
de isopor. No interior do tubo foi fornecido goticulas de mel puro para servirem
de alimento para os parasitoides. Para cada tratamento (populacdes de C.
flavipes néo infectadas e infectadas em diferentes graus de infec¢cdo por Nosema
sp.) foram utilizados 15 unidades-testes, as quais foram mantidas em camara de
fluxo laminar vertical sob luz fluorescente, onde permaneceram por trés dias.
Posteriormente avaliou-se 0 numero de espécimes de C. flavipes presentes no
anel de cola (caminhadores), na placa de Petri (voadores) e no fundo do cilindro
ESALQ (n&do voadores).

2.4 Alteracdes em medidas morfologicas de C. flavipes em decorréncia da

infeccdo por Nosema sp.

Foram realizadas as medi¢cdes morfolégicas de quinze fémeas e quinze
machos adultos de C. flavipes provenientes de lagartas de D. saccharalis
contaminadas com 0; 1x10%; 1x102 e 1x103 esporos de Nosema sp./lagarta. Os
parasitoides foram colocados em laminas contendo alcool em gel, posicionados
em vista lateral direita. As laminas com os parasitoides foram fotografadas em
microscopio Optico Leica EZ4 D acoplado a camera. Posteriormente, as
fotografias foram medidas usando o software Image J — Version 2.00.

Os caracteres morfoldégicos mensurados foram: 1 - comprimento total (térax
+ abdémen); 2 - comprimento do térax, 3 - largura do térax; 4 - comprimento do
abdémen; 5 - largura do abdémen; 6 - comprimento da tibia posterior, medindo
da juncao da tibia com o tarso; 7 - comprimento da asa anterior direita e 8 -

largura da asa anterior direita.

2.5 Deformacbes em Cotesia flavipes em decorréncia da infec¢cao por

Nosema sp.

Foram avaliadas as deformacbes em asas de C. flavipes néo infectadas
e infectadas através do desenvolvimento em lagartas de D. saccharalis
contaminadas com 1x10%; 1x102 e 1x103 esporos de Nosema sp./lagarta. Para
tanto, foram selecionadas aleatoriamente 15 massas de pupas provenientes de

cada tratamento, as quais foram individualizadas em tubos de vidro (2,5 cm de
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didametro x 8 cm de altura) até a emergéncia dos adultos, sendo posteriormente
realizada as avaliagbes de deformaces em asas em microscopio Optico Leica
EZ4 D, bem como, foram analisadas a presenca anomalias resultantes da

infeccé&o por Nosema sp.

2.4 Andlise estatistica

Os dados resultantes dos ensaios foram analisados por analises
exploratérias para avaliar as premissas de normalidade e homogeneidade de
variancias pelos testes de Shapiro-Wilk (p < 0,05) e Bartlett (p < 0,05),
respectivamente. Os dados que atenderam as premissas foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), sendo aplicado o teste t (p < 0,05) quando havia
dois tratamentos e o teste de Tuckey (p < 0,05) para comparacdes que
apresentavam mais de dois tratamentos. Os dados que nao apresentaram
normalidade e homogeneidade de variancia foram submetidos a analise néo
paramétrica, onde as médias foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis (p

< 0,05). Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software Infostat.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Efeito de Nosema sp. na capacidade de voo de Cotesia flavipes

O teste de voo demonstrou que a infec¢cdo de Nosema sp. em C. flavipes
resulta em alteragcbes na capacidade de voo deste parasitoide (Figura 2).
Quando comparadas entre si, as populacbes de C. flavipes diferiram
estatisticamente quanto a porcentagem de insetos dentro de cada categoria,
insetos voadores (p <0,0001), caminhadores (p <0,0001) e ndo voadores (p
<0,0001).

As populacdes do parasitoide que se desenvolveram em lagartas de D.
saccharalis inoculadas com = 100 esporos de Nosema sp. apresentaram menor
porcentagem de insetos voadores e maior percentual de individuos né&o
voadores (Figura 2). Resultado contrastante foi observado em populagcbes C.
flavipes ndo infectadas e infectadas com 10 esporos do microsporidio, as quais

apresentaram indices maiores de individuos voadores e menor porcentagem de
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insetos ndo voadores, indicando a influéncia dos niveis de infeccdo de Nosema

sp. na atividade de voo deste parasitoide (Figura 2).
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Figura 2 - Adultos voadores (%), caminhadores (%) e ndo voadores (%) de
Cotesia flavipes provenientes de lagartas de Diatraea saccharalis
nao infectadas (populacdo 1) e infectadas com 1x10! (populacéao
2), 1x102 (populacéo 3) e 1x103 (populacédo 4) esporos de Nosema
sp./lagarta. Colunas com a mesma letra mindscula (entre as
populacdes) e maiuscula (dentre a populagcdo) ndo séao

significativamente diferentes entre si (Teste de Kruskal-Wallis p <

0,05)
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A populacdo de C. flavipes ndo infectada apresentou 30,73% de
individuos caminhadores, sendo o menor percentual observado dentre as quatro
populacdes nesta categoria. Em contrapartida, a populacdo 3, a qual se
desenvolveu em lagartas de D. saccharalis inoculadas com 100 esporos de
Nosema sp. foi a que apresentou maior porcentagem de individuos
caminhadores, seguida das populacdes 2 e 4 (Figura 2).

As alteracBes em decorréncia da infec¢do por Nosema sp. também foram
observadas quando as populacbes de C. flavipes foram comparados
estatisticamente entre si, entre as categorias (insetos voadores, caminhadores e
nao voadores), onde individuos das populacdes 3 e 4 apresentaram percentual
maior de individuos caminhadores e/ou ndo voadores (Populacdo: 3 p <0,0001;

Populacdo 4: p = 0,0003) (Figura 2). Dentro da populacdo nédo infectada foi
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observada uma porcentagem maior de individuos voadores (p <0,0001).
Resultado semelhante foi obtido na populacdo 2, a qual apresentou percentual
maior de parasitoides voadores e caminhadores (p = 0,0004) (Figura 2).

2.3.2 Alteracdes em medidas morfoldgicas de C. flavipes em decorréncia da

infecgao por Nosema sp.

Assim como observado na capacidade de voo, fémeas e machos de C.
flavipes sdo afetados negativamente pela infeccdo por Nosema sp. (Figuras 3 e
4).

As fémeas do parasitoide que se desenvolveram em lagartas de D.
saccharalis infectadas com dose = 100 esporos de Nosema sp. diminuiram
consideravelmente o seu comprimento (mm) total do corpo (p <0,0001) (Figura 3;
A). Efeitos negativos também foram observados na populacédo 4 quanto ao seu
comprimento (mm) (p = 0,0023) e largura (mm) de térax (p <0,0001) e no
comprimento (mm) da asa anterior direita (p = 0,0001), os quais foram
estatisticamente diferentes das demais populacdes de C. flavipes (Figura 3; B, C
e G).

O comprimento (mm) do abdome das fémeas néo infectadas foi maior que
as que estavam infectadas com o microsporidio (p = 0,0004) (Figura 3; D). Ao
contrario do que foi obtido na largura (mm) desta estrutura morfologica, onde foi
observada uma diminuicdo de tamanho da populacdo nédo infectada em
comparacao as populacdes 3 e 4 (p = 0,0019), enquanto que, a populacdo 2 nao
foi estatisticamente diferente das demais populagdes (Figura 3; E).

O comprimento (mm) da tibia da populacéo de C. flavipes infectada com a
maior dose de esporos de Nosema sp. foi reduzida em comparacéo a populacéo
nao infectada pelo microsporidio (p = 0,0015) (Figura 3; F). Assim como

observado na largura (mm) da asa anterior direita (p <0,0001) (Figura 3; H).
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Figura 3 - Tamanho (mm) do comprimento do corpo (A), comprimento do
torax (B), largura do térax (C), comprimento do abdome (D),
largura do abdome (E), comprimento da tibia (F), comprimento da
asa anterior direita (G) e da largura da asa anterior direita (H) de
fémeas de Cotesia flavipes provenientes de lagartas de Diatraea
saccharalis néo infectadas (populacédo 1) e infectadas com 1x10?!
(populacéo 2), 1x102 (populacéo 3) e 1x103 (populacédo 4) esporos
de Nosema sp./lagarta. Colunas com a mesma letra minuscula
nédo sao significativamente diferentes entre si (*Teste de Tuckey
ou ?Teste de Kruskal-Wallis p < 0,05)

A B* c
3.0 - a 12~ 0,7 ~
! z - L 08 a

- 25 4 2 2 1.0 T b X a R I
§ 20- 08 4 & Nl . b
o 04
% 15 05
g ; 03

1.0 A
= 02 -

05 4 02 4 01 4

0.0 - 0.0 0,0

D* EI FO

1.6 5 086 08 4

14 4 a %’, a
o b b 0.5 A ab ! — ab o .
E 124 T 9_ b 08 =r
£ 4o 04 4
o
g 08 0.3 4 04

0.6
£ 02
= 044 02 -

02 - 0.1 4

0,0 - 00 - 00

G* H'

25+ 1.0 4

a
a a
,E_ 20 4 T b 08 - a ab
T : be
o

= 1.5 06 - £ = Populacio 1
Jc: e Populacio 2
Q@ 10 04 Populagao 3
2 Populagio 4
" 05 02 4

0,0 - 00

Quando comparados entre si, o0s machos de C. flavipes nédo infectados e

os provenientes de lagartas de D saccharalis infectadas com cerca de 1.000



63

esporos de Nosema sp. foram estatisticamente diferentes entre si no
comprimento (mm) do corpo (p = 0,0019), térax (p = 0,0049), abdome (p =
0,0130), tibia (p = 0,0029) e asa anterior direita (p = 0,0002), assim como, na
largura (mm) do abdome (p = 0,0005) e da asa anterior direita (p <0,0001),
sendo que, foi observada uma reducdo em todos estes caracteres morfologicos
na populacao infectada pelo microsporidio (Figura 4; A, B, D, E, F, G e H).

A populacédo 3 apresentou reducdo no comprimento (mm) do térax e asa
anterior direita e na largura (mm) do torax (p = 0,0267) e da asa anterior direita
em comparacao a populacdo néo infectada (Figura 4; B, C, G e H), entretanto,
ao compara-la com as demais populacdes de C. flavipes infectadas pelo
microsporidio nota-se que tais individuos em sua maioria ndo se distingue
estatisticamente entre si (Figura 4).

Resultado contrastante ao observado na populacdo 4 foi obtido nas
medidas morfoldégicas dos machos da populacao infectada com cerca de 10
esporos de Nosema sp., o qual foi semelhante a populacdo nao infectada na
maioria dos caracteres morfologicos. Diferencas estatisticas entre essas duas
populacbes somente foram constatadas no comprimento (mm) da tibia e na
largura (mm) do abdome (Figura 4; E e F).

Um fato interessante € que, diferente ao que foi observado na largura
(mm) do abdome das fémeas, os individuos machos de C. flavipes né&o
infectados ndo apresentaram reducdo de tamanho nesta estrutura morfolégica
em comparacdo as populacdes mais infectadas, somente foi superior
estatisticamente a populagéo 2, a qual foi semelhante a média apresentada pela
populacao 4 (Figuras 3 e 4; E).
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Figura 4 - Tamanho (mm) do comprimento do corpo (A), comprimento do
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2.3.3 Deformagbes em Cotesia flavipes em decorréncia da infeccao por
Nosema sp.

Deformacdes em populagbes de C. flavipes infectadas por Nosema sp.
foram observadas nas asas deste parasitoide. Além disso, assim como
observado na morfometria, alguns individuos infectados pelo microsporidio
apresentavam o0 abdome mais volumoso em relacdo aos individuos néao

infectados (Figura 5).

Figura 5 - Deformacdes em Cotesia flavipes em decorréncia da infec¢céo por

Nosema sp.

1 mm

1T mm

As deformacdes em asas de C. flavipes foram analisadas e comparadas
entre as populagcdes nao infectadas e infectadas por Nosema sp., bem como,
dentre cada populacdo. Ao comparar as populacdes de C. flavipes entre si,
observou-se que a porcentagem de fémeas com as asas ndo deformadas foi
superior as que apresentavam asas deformadas nas populacdes 1 e 2. Na
populacdo 3, o numero de fémeas com e sem deformacbes nas asas foram
semelhantes e, na populagéo 4 foi constatado um percentual maior de individuos

com as asas deformadas (Figura 6 A).
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Figura 6 - Porcentagem de fémeas (A) e machos (B) de Cotesia flavipes
com deformagcOes em asas em decorréncia da infecgcdo da
infeccdo por Nosema sp. em lagartas de Diatraea saccharalis
ndo infectadas (populacdo 1) e infectadas com 1x10!
(populagdo 2), 1x10? (populacdo 3) e 1x10% (populacdo 4)
esporos de Nosema sp./lagarta. Colunas com a mesma letra
minuscula (dentro de cada populacdo) e maiuscula [entre as
populacdes dentro de cada categoria (asas ndo deformadas e
deformadas)] nédo séao significativamente diferentes entre si
pelos testes teste-t (p < 0,05) e de Kruskal-Wallis (p < 0,05),

respectivamente
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Comparacdes entre fémeas dentro de cada parametro (condi¢cdes das
asas) demonstrou que, parasitoides ndo infectados por Nosema sp. apresentam
percentual maior de asas ndo deformadas (p <0,0001) e menor indice de
deformagcbes em asas (p <0,0001), sendo estatisticamente diferente das
populacdes infectadas pelo microsporidio (Figura 6 A). De modo geral, observou-
se um aumento em deformagfes nas asas de fémeas de C. flavipes a medida
gue aumentava o nivel de infeccdo por Nosema sp., enquanto que, as fémeas do
parasitoide que se desenvolveram em lagartas de D. saccharalis infectadas com
dose = 100 esporos de Nosema sp. foram as mais afetadas (Figura 6 A).

Para os individuos machos de C. flavipes, foi observado um resultado
diferente ao das fémeas quando esses espécimes eram comparados entre si

dentro de cada populacdo, pois o percentual de machos com asas nao
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deformadas foi superior aos que apresentavam deformagdes nas asas em todas
as populacdes, independente da infeccdo por Nosema sp. (Figura 6 B).
Entretanto, ao comparar as populagbes dentro de cada parametro notou-se
também um aumento em deformacdes nas asas a medida que aumentava o
nivel de infeccdo por Nosema sp., bem como, um percentual maior de
parasitoides ndo deformados em popula¢des néo infectadas (Figura 6 B).
Comparagfes entre fémeas e machos de C. flavipes quanto ao numero
de individuos com e sem deformacfes nas asas indicou diferencas significativas
somente na populacdo com nivel de infeccdo mais alto por Nosema sp., onde
machos apresentavam maior percentual de individuos com asas ndo deformadas
e por consequente as fémeas do parasitoide apresentou maior indice de

deformacfes em asas (Figura 7; A e B)
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Figura 7 - Porcentagem de fémeas e machos de Cotesia flavipes com asas
nadao deformadas (A) e deformadas (B) em decorréncia da
infeccdo da infeccdo por Nosema sp. em lagartas de Diatraea
saccharalis néo infectadas (populacao 1) e infectadas com 1x10?!
(populagéo 2), 1x10? (populagcdo 3) e 1x103 (populacdo 4)
esporos de Nosema sp./lagarta. Colunas com letras diferentes

sdo significativamente diferentes entre si pelos testes teste- t

(p <0,05)
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2.4 DISCUSSAO

As infec¢des pelo patdgeno intracelular Nosema sp. em criacdes de D.
saccharalis tem impacto negativo no desempenho de C. flavipes, visto que
parametros bioldégicos e o comportamento de busca deste parasitoide sao
afetados pela presenca do microsporidio (SIMOES et al., 2012). No entanto, com
base nas descobertas deste estudo, é possivel inferir que parametros
morfolégicos e a atividade de voo de C. flavipes também sdo afetados pela
infeccdo por Nosema sp.

Os resultados apresentados neste estudo sdo apoiados por diversos
registros que apresentam efeitos adversos da interacdo entre microsporidios e
parasitoides, tais como foi escrito para os parasitoides larvais, Cotesia vestalis
(Haliday), Glyptapanteles liparidis (Bouche), Meteorus gyrator e Macrocentrus

grandii Goidanich (Hymenoptera: Braconidae), em que tais registros apontam



69

alteragcbes em parametros biologicos, morfolégicos e comportamentais do
parasitoide hospedeiro (ANDREADIS, 1982; HOCH et al., 2000; DOWN et al.,
2005; KERMANI et al., 2014).

Tais efeitos negativos decorrentes da infeccdo por Nosema sp. em
parasitoides séo justificados principalmente pela diminuicdo induzida por este
microsporidio nos carboidratos e &cidos graxos da hemolinfa nas larvas do
hospedeiro, 0 que afeta negativamente o crescimento e o desenvolvimento do
parasitoide, tal qual foi relatado para Lymantria dispar (Lepidoptera:
Lymantriidae) e o parasitoide G. liparidis (HOCH et al., 2002). Tal ocorréncia
pode explicar as alterac6es morfolégicas observadas em C. flavipes, uma vez,
que este parasitoide se desenvolveu em um hospedeiro infectado por Nosema
sp., 0 qual ndo fornece a mesma quantidade de nutrientes fornecidos por
hospedeiros saudaveis. Além disso, os parasitoides podem obter esporos
enquanto estdo consumindo os tecidos infectados do hospedeiro e, com isso,
transmitir os esporos da mae para a progénie por sucessivas geracoes,
comprometendo com isso o desempenho da populacdo (SIMOES et al., 2012).

Assim como foi apresentado em estudos sobre a influéncia de Nosema
sp. em parametros biologicos de C. flavipes, os resultados demonstraram efeitos
deletérios em parametros morfolégicos deste parasitoide principalmente quando
as populacbes foram provenientes de lagartas infectadas com dose = 100
esporos de Nosema sp. Tal ocorréncia pode ser justificada pelo fato que, quando
provenientes de D. saccharalis inoculadas com dosagens de 102 e 103 esporos
de Nosema sp./lagarta, cerca de 79% e 100%, respectivamente, dos
parasitoides da geracdo F; sdo infectados, enquanto que, em infec¢bes de 10!
ocorre somente 7,1% de infeccdo em C. flavipes (SIMOES et al., 2012).

As reducdes em medidas morfolégicas e aumento de parasitoides com
deformacbes apresentados neste estudo s&o suficientes para justificar as
alteracdes observadas na capacidade de voo de C. flavipes, visto que, tais
parametros estdo intimamente relacionados com o desempenho de parasitoides
em campo (PREZOTTI et al.,, 2002; VAN LENTEREN, 2012). Redug¢bes na
capacidade de voo e dispersdao de C. flavipes vém sendo reportada com
frequéncia na literatura, entretanto, este € o primeiro registro que comprova que
infecgbes pelo patdgeno Nosema sp. alteram negativamente a capacidade de

voo deste parasitoide.
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A partir dos resultados obtidos neste estudo e com base em dados
presentes na literatura € inquestionavel os efeitos deletérios em parametros
biolégicos, morfolégicos e comportamentais que infeccbes por Nosema sp.
causam nos hospedeiros. Considerando também que, infec¢cdes por este
microsporidio sao relatadas em producao de C. flavipes em biofabricas no Brasil,
se torna evidente a necessidade de aprimoramento na produgdo massal deste
agente de controle bioldgico, buscando maneiras de mitigar a presenca e 0s

efeitos deletérios deste patégeno na qualidade do parasitoide.
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CAPITULO 3

POTENCIAL DE OLEOS ESSENCIAIS E PRODUTOS ANTIMICROBIANOS NA
REDUCAO DA INFECCAO DE Nosema sp. (MICROSPORA: NOSEMATIDAE)
EM Diatraea saccharalis (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)

RESUMO

Infeccdes de Nosema sp. (Microspora: Nosematidae) em Diatraea saccharalis
(Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) ocasionam efeitos deletérios a qualidade e
sobrevivéncia deste lepidoptero e do parasitoide larval Cotesia flavipes
(Cameron) (Hymenoptera: Braconidae). A utilizacdo de Oleos essenciais e
antibiéticos sdo promissores na reducao da infeccdo por este microsporidio,
entretanto, estudos sobre os efeitos desses compostos em infeccdes de Nosema
sp. em D. saccharalis sao incipientes. Com isso, 0 objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos in vivo dos 6leos essenciais de Cymbopogon citratus, Schinus
terebinthifolius, Baccharis dracunculifolia, Origanum vulgare e Syzygium
aromaticum e dos antibidticos albendazol, metronidazol e tinidazol no
desenvolvimento da infeccdo de Nosema sp. em D. saccharalis, bem como,
avaliar os efeitos de tais produtos em parametros biolégicos deste lepidéptero e
de C. flavipes. Os antibidticos albendazol (0,5 mg/mL) e metronidazol (1 mg/mL)
e 0s Oleos essenciais de S.aromaticum (0,01%), O. vulgare (0,01%) e de S.
terebinthifolius (0,02 e 0,05%) demostraram maior reducdo na infeccdo de
Nosema sp. em D. saccharalis, 0s quais apresentaram pouco ou nenhum efeito
deletério em parametros biolégicos deste lepidoptero e do parasitoide. Os
resultados apresentados neste estudo servirdo de base para o aprimoramento
de medidas de controle do microsporidio em producdes massais de D.
saccharalis e C. flavipes.

Palavras-chave: controle biologico; microsporidia; broca-da-cana; parasitoide

larval; 6leo essencial; antibiéticos; controle de qualidade.
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ABSTRACT

Nosema sp. (Microspora: Nosematidae) infections in Diatraea saccharalis
(Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) cause deleterious effects on the quality and
survival of this lepidopteran and the larval parasitoid Cotesia flavipes (Cameron)
(Hymenoptera: Braconidae). The use of essential oils and antibiotics are
promising in reducing infection by this microsporidia, however, studies on the
effects of these compounds on Nosema sp. infections. in D. saccharalis are
incipient. Thus, the aim of this study was to evaluate the in vivo effects of
Cymbopogon citratus essential oils, Schinus terebinthifolius, Baccharis
dracunculifolia, Origanum vulgare and Syzygium aromaticum and the antibiotics
albendazole, metronidazole and tinidazol e in the development of Nosema sp.
infection in D. saccharalis, as well as to evaluate the effects of such products on
biological parameters of this lepidopteran and C. flavipes. Antibiotics albendazole
(0.5 mg/mL) and metronidazole (1 mg/mL) and essential oils of S.aromaticum
(0.01%), O. vulgare (0.01%) and S. terebinthifolius (0.02 and 0.05%) showed a
greater reduction in Nosema sp. infection in D. saccharalis, which presented little
or no deleterious effect on biological parameters of this lepidopteran and
parasitoid. The results presented in this study will serve as a basis for the
improvement of microsporide control measures in mass productions of D.
saccharalis and C. flavipes.

Key words: biological control; microsporidia; sugarcane borer; larval parasitoid;

essential oils; antibiotics; quality control.
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3.1 INTRODUCAO

A Dbroca-da-cana Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae) € uma praga polifaga, distribuida em todo o continente americano,
aonde vem ocasionando danos econdmicos em regides produtoras de cana-de-
acucar, principal planta hospedeira deste lepidéptero (VARGAS et al., 2015). Os
danos diretos e indiretos ocasionados pela alimentacdo das lagartas de D.
saccharalis nesta planta hospedeira acarretam em uma acentuada diminuicdo na
producdo de agucar e etanol (FERREIRA et al., 2018).

O manejo bem sucedido desta praga em cultivos agricolas € baseado
principalmente no uso do controle biolégico, por meio da utlizacdo de
parasitoides. Dentre estes, Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera:
Braconidae) € o agente de controle biolégico mais utilizado para a regulacdo
populacional de D. saccharalis. No Brasil, este parasitoide &€ amplamente
produzido, sendo liberado em aproximadamente 3,5 milhdes de hectares de
cana-de-acgUcar para o controle deste inseto, representando um dos programas
de controle biolégico mais eficiente e reconhecido mundialmente (PARRA;
COELHO, 2019; FONTES et al., 2020).

Considerando a importancia da utilizagao de C. flavipes em programas de
Manejo Integrado de Pragas (MIP) para o controle de D. saccharalis, é
inquestionavel a importancia do controle de qualidade durante o processo de
producdo massal deste parasitoide, a fim de se obter individuos com eficiéncia
para controlar a praga alvo em campo. Dentre os fatores que desencadeiam
efeitos deletérios na qualidade de C. flavipes é a infec¢cdo pelo patégeno
Nosema sp. (Microspora: Nosematidae) em criagcbes de D. saccharalis, o que
compromete a producdo deste parasitoide, visto que, este lepidoptero é o
hospedeiro utilizado em produgbes massais deste agente de controle.

Tais microsporidios sdo parasitas intracelulares obrigatérios, com
aproximadamente 1400 espécies descritas representando 200 géneros, dentre
0S quais estdo associados a muitas espécies de invertebrados e vertebrados,
incluindo os insetos (HAN; WEISS, 2017). Infec¢cbes por este microrganismo em
insetos sdo geralmente crbénicas, ocasionando patologias no hospedeiro, tais
como fecundidade e longevidade reduzida (BJORNSON; Ol, 2014).
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InfeccBes por Nosema sp. em criacdes de D. saccharalis sGo comuns em
biofabricas brasileiras, desencadeando diversos efeitos deletérios neste
lepidoptero, tais como reducbes na viabilidade e longevidade (SIMOES et al.,
2015; PAES, 2018). Infeccbes microsporidias em D. saccharalis prejudica o
desenvolvimento de C. flavipes, uma vez que, os parasitoides oriundos de
lagartas infectadas apresentam alteracbes em parametros bioldégicos e no
comportamento de busca do hospedeiro (SIMOES et al., 2012).

Apesar dos efeitos deletérios ocasionados por infeccées por Nosema sp.
em D. saccharalis e C. flavipes, medidas que visem a eliminacdo ou reducao da
infeccdo por este patdégeno séo incipientes. As utilizacdes de 6leos essenciais e
antibidticos vém apresentando resultados promissores na reducdo da infeccao
por este microsporidio em artropodes, tal como é relatado em diversos estudos
com abelhas (COSTA et al., 2010; BORGES et al., 2020; BUCZEK et al., 2020;
GLAVINIC et al., 2021). Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos in
vivo dos antibidticos Albendy® (Albendazol) Flagimax® (Metronidazol) e Pletil®
(Tinidazol) e dos 6leos essenciais de Cymbopogon citratus, Schinus
terebinthifolius, Baccharis dracunculifolia, Origanum vulgare e Syzygium
aromaticum no desenvolvimento da infeccdo de Nosema sp. em D. saccharalis,
bem como, avaliar os efeitos de tais produtos em parametros biolégicos deste

lepidoptero e de C. flavipes.

3.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos e as criagdes dos insetos foram conduzidos sob
condicdes controladas a uma temperatura de 25 = 1° C, umidade relativa (UR)
de 60 £ 10% e fotofase de 12 h, nos laboratorios do Grupo de Pesquisa em
Manejo Integrado de Pragas na Agricultura (AGRIMIP), do Departamento de
Protecdo Vegetal, Faculdade de Ciéncias Agronémicas (FCA), Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Botucatu, Sdo Paulo.

3.2.1 Obtencao e multiplicagcao dos insetos

Foram multiplicadas em laboratério duas populagdes de D. saccharalis,

qgue se diferenciaram pela presenca e auséncia de infeccdo por Nosema sp., e
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uma populacéo de C. flavipes néo infectada, obtidas em biofabrica do Estado de
Séo Paulo, Brasil.

Para a multiplicagéo das populacdes de D. saccharalis foi utilizada a dieta
artificial proposta por Hensley e Hammond (1968) adaptada (agar substituido
pela carragenina) e as metodologias de criacdo para este inseto hospedeiro e
para o parasitoide larval C. flavipes seguiram recomendacdes descritas por
Garcia et al. (2009). Os parasitoides foram multiplicados em lagartas de D.
saccharalis ndo infectadas por Nosema sp.

3.2.2 Obtencéo e extracdo dos Oleos essenciais

As plantas experimentais C. citratus, S. terebinthifolius e B. dracunculifolia
foram adquiridas no banco de germoplasma do Departamento de Horticultura da
Faculdade de Ciéncias Agronémicas/UNESP, Botucatu, S&o Paulo, Brasil
(22°50°34,27 S; 48°25°58,05” O). As folhas de O. vulgare foram adquiridas em
um mercado de produtos naturais em Botucatu, S&o Paulo, Brasil. Os
pedunculos de S. aromaticum foram adquiridos secos, em Itubera, Bahia, Brasil
(13°43'57,63” S; 39°8'56,24” O).

Antes da realizagdo da extracdo, as folhas de C. citratus, S.
terebinthifolius e B. dracunculifolia passaram por um processo de secagem em
estufa com ventilagdo forcada a 40°C, por 48 horas. Para a obtencédo do 6leo
essencial foi utilizado destilador da marca Marconi modelo MA-480 (aco inox
AISI 304), onde 1000 g do material vegetal foram depositados no cesto do
destilador, disposto na dorna de destilacdo. Na base da dorna foram adicionados
5L de &gua deionizada, a qual foi aquecida por meio de uma resisténcia elétrica
(2000 W), iniciando com isso o processo de destilagdo por arraste a vapor. Apos
0 inicio da fervura, o equipamento permaneceu ligado por 150 minutos para a
realizacdo da extracao dos 6leos essenciais. Ao final do tempo de destilagcéo, o
Oleo foi coletado, pesado e transferido para um vidro ambar com batoque e
tampa de rosca, sendo armazenado em um freezer a -20°C para posterior

utilizacdo em experimentos.
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3.2.3 Efeito dos 06leos essenciais em dieta artificial sobre Diatraea

saccharalis

Este bioensaio preliminar foi realizado para determinar as doses (%) dos
Oleos essenciais de O. vulgare, S. aromaticum, C. citratus, S. terebinthifolius e
de B. dracunculifolia que apresentam baixa ou nenhuma toxicidade a D.
saccharalis, as quais serdo utilizadas posteriormente na avaliacao
antimicrobiana sobre Nosema sp.

Para tanto, foi avaliado a mortalidade (%) de lagartas de primeiro instar de
D.
saccharalis submetidas a alimentacdo com dieta artificial (Tabela 1) contendo
solucbes de 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,06; 0,075; 0,1; 0,150; 0,175 e 0,2 %
de 6leo essencial de O. vulgare, 0,01; 0,02; 0,03; 0,045; 0,05; 0,075; 0,1 € 0,2 %
de 6leo de S. aromaticum, 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,06; 0,075; 0,1 e 0,2 %
de ¢6leo de C. citratus, 0,01; 0,02; 0,03; 0,04, 0,05; 0,06; 0,07; 0,08; 0,1 e 0,2 %
dos 6leos de S. terebinthifolius e B. dracunculifolia. As solu¢des que
apresentavam doses abaixo de 0,05% foram dissolvidas em Tween®.

Cada dose (%) dos Oleos essenciais foram adicionados e
homogeneizados em 300 g de dieta artificial apds atingir temperatura inferior a
40°C, a fim de evitar a degradacdo desses Oleos. A dieta foi vertida em
recipientes plasticos (10 cm de diametro x 15 de altura) e posteriormente
cortadas em cubos (2,5 cm?) e transferidas para tubos de vidro (2,5 cm de
didametro x 8 cm de altura) juntamente com as lagartas de primeiro instar.

O efeito dos 6leos essenciais das plantas experimentais sobre D.
saccharalis foram avaliados em bioensaios distintos, tendo como controles
negativos dietas artificiais sem adicdo de produtos e com Tween®. Assim, cada
tratamento [doses (%) dos Oleos essenciais] foi composto por 50 lagartas,
mantidas individualizadas nos tubos de vidro e o conjunto de 10 lagartas foi
considerada uma repeticdo, com um total de cinco repeticbes por tratamento.

Os tubos foram cobertos com algodao hidréfobo e acondicionados em
suportes de ferro. As avaliagbes de mortalidade foram realizadas a cada 24
horas durante cinco dias ap0s o repique das lagartas em dieta artificial contendo
0s 0Oleos essenciais, sendo consideradas mortas aguelas que ndo apresentavam

movimentos apds um toque com uma escova de cerdas finas.
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3.2.4 Avaliagdo de Oleos esséncias e produtos antimicrobianos no
desenvolvimento da infeccdo de Nosema sp. em Diatraea saccharalis

3.2.4.1 Confirmacéao da infec¢cdo de Nosema sp. em Diatraea saccharalis

Os individuos de D. saccharalis com indicios de infec¢do por Nosema sp.
foram mantidos em criacdes separadas dos individuos sadios, entretanto, para a
confirmacdo da infeccdo por Nosema sp. foi realizado esfregacos para
visualizacdo de esporos e andlises moleculares por meio da extragdo do DNA
gendbmico e padronizacdo da reacdo de polimerase em cadeia (PCR). Foi
realizado também o esfregaco de lagartas de D. saccharalis aparentemente
sadias para a confirmacao da auséncia de esporos de Nosema sp.

Para a preparacdo dos esfregacos, lagartas D. saccharalis previamente
mortas por congelamento foram maceradas com o auxilio de uma pinca e o
conteudo extravasado foi colocado em lamina microscépica juntamente com uma
gota de solucéo salina (0,85% NacCl), sendo fixado posteriormente em metanol
absoluto por 10 minutos e, em seguida secos ao ar. A coloragdo dos esporos foi
realizada com solucdo de Giemsa diluida a 50% durante 30 minutos. As laminas
foram lavadas para retirar 0 excesso do corante e deixadas ao ar livre até
completamente secas. As laminas contendo os esfregagcos foram visualizadas
em microscopio (1000x).

Para andlises moleculares, uma lagarta de D. saccharalis foi submetida a
um processo de lavagem com solucéo salina (0,85% NaCl) seguida de alcool
70%, sendo posteriormente macerada em Becker de vidro estéril (10 mL), sendo
removido partes do corpo do inseto. O contetdo corporal resultante foi dissolvido
em solucao de 80 pl de resina Chelex100 (Bio-Rad Laboratories) a 10%, diluido
em agua estéril e 8ul de proteinase K (20 microgramas/mL) em microtubos de
200ul.

Posteriormente, os tubos foram agitados por cinco segundos em Vortex
Biomixer MOD QL901 e Mini centrifuga de bancada Ministar a 6200 rpm e
depois transferidos para termociclador Infinigen (modelo TC-96CG) a 95°C
durante 20 minutos. A regido small subunit (SSU) do RNA ribossémico foi

amplificada utilizando-se iniciadores (primers) universais para Nosema sp., (F)
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CACCAGGTTGATTCTGCC e (R) TTATGATCCTGCTAATGGTTC, tamanho
esperado de 222pb (VOSSBRINCK et al.,1993).

A reacéo de cadeia de polimerase (PCR) para deteccdo de Nosema sp.
foi realizada com um mix contendo 12,5ul de Tag DNA Polimerase (NeoBio); 5ul
agua miliQ; 1,25ul de cada primer e 5,0ul de DNA da amostra, totalizando um
volume de 25ul. As reagbes de PCR foram realizadas em termociclador
INFINIGEN (modelo TC-96CG), executadas seguindo as seguintes condi¢des:
temperatura de desnaturacao inicial a 95 °C por 4 minutos, seguida por 45 ciclos
com desnaturacéo 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.

Para leitura dos produtos resultantes da PCR foi empregado marcador
molecular 100pb (Norgen) e gel de agarose 1%, contendo 80 ml de solugéo
tampéo TBE; 0,8g de agarose (Neo3Bio) e 0,4ul de intercalante de DNA GelRed
(NeoBio), sendo visualizados em transiluminador de luz ultravioleta (Major
Science).

Com base nos resultados obtidos nos esfregacos e analises moleculares,
a populacdo de D. saccharalis infectada por Nosema sp. foi utilizada para a
preparacgdo do inéculo e posterior contaminacédo de lagartas ndo contaminadas,
as quais também foram analisadas previamente quanto a infeccdo pelo

microsporidio.

3.2.4.2 Preparacdo do in6culo de Nosema sp.

Para a obtencéo dos esporos de Nosema sp. foram utilizadas lagartas de
D. saccharalis sintométicas, as quais foram maceradas em solugéo salina (NaCl
0,85%). A suspensado resultante foi submetida a um processo de filtragem
sucessiva atraves de algodao hidrofilo (2 mm) com o auxilio de uma seringa,
sendo posteriormente submetida a trés séries de centrifugacdo: 2 000 rpm a 10
minutos, seguida de 2 séries a 12 000 rpm a 1 minuto. Apos cada centrifugacéo
0 sobrenadante era descartado e ao final os esporos acumulados no final do
tubo formando um “pellet” foram suspensos em solugdo salina estéril (NaCl
0,85%) (LACEY, 2012). Os esporos obtidos foram quantificados em camara de

Neubauer (400x) e armazenados a 4°C até a instalacdo dos experimentos.
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3.2.4.3 Infeccédo das lagartas de Diatraea saccharalis

Foram utilizadas lagartas de D. saccharalis de 2° instar ndo infectadas
pelo microsporidio, provenientes da criacdo estoque do laboratorio do AGRIMIP,
as quais foram acondicionadas individualmente em tubos tipo eppendorf (2mL)
juntamente com um disco de dieta artificial (0,1 cms3) preparada sem
metilparabeno (Nipagin®) e sem formaldeido, contaminadas em na superficie
com 2 pL da suspensao de 1x10* esporos de Nosema sp./lagarta.

As lagartas foram mantidas em condi¢cdes controladas por até 48 horas,
periodo estimado para o total consumo do disco de dieta artificial contaminado,
sendo descartas as lagartas que ndo consumiram completamente a dieta com o
in6culo. Para a confirmacao da infeccéo, foram selecionadas aleatoriamente 10
lagartas para a avaliagdo da infeccdo por Nosema sp. em microscépio (1000x).

As doses utilizadas neste estudo foram determinadas de acordo com
avaliacdes anteriores sobre os efeitos da infecgcdo por Nosema sp. sobre D.
saccharalis (SIMOES et al., 2015).

3.2.4.4 Tratamento das lagartas de Diatraea saccharalis com 06leos

essenciais e produtos antimicrobianos

As lagartas de D. saccharalis infectadas foram submetidas a tratamentos
com 0s seguintes Oleos essenciais e antibibticos: (1) 6leo essencial de O.
vulgare (0,01 %); (2) 6leo essencial de S. aromaticum (0,01 %); (3) Oleo
essencial de C. citratus (0,02 %); (4) 6leo essencial de C. citratus (0,03 %); (5)
O0leo essencial de S. terebinthifolius (0,02 %); (6) 6leo essencial de S.
terebinthifolius (0,05 %); (7) 6leo essencial de B. dracunculifolia (0,02 %); (8)
Oleo essencial de B. dracunculifolia (0,05 %); (9) Albendy® (Albendazol) (0,5
mg/mL); (10) Albendy® (Albendazol) (1 mg/mL); (11) Albendy® (Albendazol) (2
mg/mL); (12) Flagimax® (Metronidazol) (0,5 mg/mL); (13) Flagimax®
(Metronidazol) (1 mg/mL); (14) Flagimax® (Metronidazol) (2 mg/mL); (15) Pletil®
(Tinidazol) (0,5 mg/mL); (16) Pletil® (Tinidazol) (1 mg/mL) e (17) Pletil®
(Tinidazol) (2 mg/mL). No tratamento controle, as lagartas infectadas foram

repicadas em dieta artificial sem adicdo de nenhum tratamento.



82

O preparo das dietas artificiais contendo os tratamentos antimicrobianos
seguiram dois protocolos distintos. No primeiro, os Oleos essenciais foram
adicionados e homogeneizados em dieta artificial (HENSLEY; HAMMOND, 1968)
apos atingir temperatura inferior a 40°C. No segundo protocolo, o preparo da
dieta artificial contendo os antibiéticos (albendazol, metronidazol e tinidazol) foi
realizado seguindo as metodologias propostas por Garcia et al. (2009), sendo
gue tais produtos foram adicionados juntamente com o0s ingredientes
anticontaminantes ja estabelecidos na dieta artificial de D. saccharalis
(HENSLEY; HAMMOND, 1968). As dietas artificiais contendo os produtos foram
vertidas em tubos de vidro (2,5 cm de didametro x 8 cm de altura) e apds o seu
resfriamento, foi realizado o repique das lagartas infectadas.

O experimento foi composto por 18 tratamentos com 20 repeticdes, sendo
realizada a avaliacdo 10 dias apés o repique das lagartas de D. saccharalis em
dieta artificial com ou sem tratamento com anticontaminantes. Para quantificar a
guantidade de esporos, 10 lagartas de cada tratamento foram maceradas e
homogeneizadas em agua destilada estéril, e o numero de esporos de Nosema

sp. foram quantificados em camara de Neubauer (400x).

3.2.5 Aspectos bhiolégicos de Diatraea saccharalis criadas em dieta artificial

contendo Oleos essenciais e produtos antimicrobianos

A partir dos resultados obtidos no item 3.2.4.4 foi realizada a avaliagéo
das caracteristicas biolégicas de D. saccharalis. Foram utilizadas lagartas de até
24 horas de idade, as quais foram transferidas para tubos de vidro (2,5 cm de
didametro x 8 cm de altura) contendo dieta artificial (HENSLEY; HAMMOND,
1968) com: (1) 6leo essencial de S. aromaticum (0,1%); (2) 6leo essencial de O.
vulgare (0,1%); (3) 6leo essencial de S. terebinthifolius (0,2%); (4) 6leo essencial
de S. terebinthifolius (0,5%); (5) Albendy® (Albendazol) (0,5 mg/mL) e (6)
Flagimax® (Metronidazol) (1 mg/mL). Como tratamento controle foram
inoculadas lagartas de D. saccharalis em dieta artificial sem a adicdo de
produtos.

O preparo das dietas artificiais contendo os tratamentos anti-
contaminantes seguiram as mesmas descrigfes citadas no item 3.2.4.3. Apés o

preparo da dieta, esta foi vertida em tubos de vidro de fundo chato (2,5 cm de
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diametro x 8 cm de altura) (5 mL) e posteriormente foi realizado o repique das
lagartas de primeiro instar.

Cada tratamento foi composto por 100 lagartas, sendo que foram
repicadas duas lagartas por tubo de vidro, correspondendo a uma repeticdo, com
um total de 50 repeti¢cdes por tratamento. Os tubos foram cobertos com algodao
hidréfobo e acondicionados em suportes de ferro. As lagartas foram mantidas
nas dietas artificiais até a formacdo das pupas, as quais foram retiradas,
sexadas, pesadas e acondicionadas em recipientes plasticos (4 cm x 5 cm) até a
emergéncia dos adultos. Os parametros bioldgicos avaliados durante as fases de
desenvolvimento larval e pupal foram: periodo de desenvolvimento (dias),
viabilidade (%), peso (g) de pupas e razao sexual.

Para a avaliacdo da sobrevivéncia dos adultos, fémeas e machos foram
individualizados em gaiolas, as quais consistiam em uma folha de papel sulfite
com as extremidades forradas com céapsulas plasticas, contendo em seu interior
um chumaco de algoddo embebecido com agua para a alimentacdo destes
adultos. Ao total foram avaliados vinte individuos de cada sexo correspondente a
cada tratamento, sendo observados diariamente até a constatacdo da
mortalidade.

Foram formados vinte casais de adultos de D. saccharalis da mesma
idade correspondentes a cada tratamento, os quais foram mantidos em gaiolas
de postura, semelhante a descrita anteriormente, contendo em seu interior um
chumaco de algoddo embebecido com agua para a alimentacdo dos adultos. As
folnas de sulfite com as posturas foram retiradas a cada 24 horas, sendo
coletadas 20 posturas de cada tratamento para a determinacdo da viabilidade

(%) dos ovos.

3.2.6 Aspectos biolégicos de Cotesia flavipes mantidas em Diatraea
sacchar alis criadas em dieta artificial contendo 6leos essenciais e

produtos antimicrobianos

As lagartas de D. saccharalis de até 24 horas de idade foram transferidas
para tubos de vidro de fundo chato (2,5 cm de didametro x 8 cm de altura)
contendo dieta artificial (HENSLEY; HAMMOND, 1968) com 0s 6leos essenciais

e produtos antimicrobianos descritos no item 3.2.5, sendo que, o preparo das
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dietas artificiais dos respectivos tratamentos seguiram os protocolos descritos no
item 3.2.4.3.

Foram utilizadas 20 lagartas para cada tratamento, as quais foram
mantidas por cerca de 20 dias na dieta artificial, sendo posteriormente ofertadas
individualmente para fémeas adultas de C. flavipes para o processo de
parasitismo. Em seguida, tais lagartas foram mantidas em capsulas de plastico
(3 cm de diametro x 5 cm de altura), contendo no seu interior dieta de
realimentacdo (HENSLEY; HAMMOND, 1968).

Para avaliacdo das caracteristicas bioldgicas de C. flavipes, apos a saida
das larvas do parasitoide do corpo da lagarta e a pupacgao, as massas de pupas
foram retiradas e acondicionadas em tubos de vidro (2,5 cm de diametro x 8 cm
de altura), sendo observadas diariamente para a determinacdo do periodo de
desenvolvimento (dias) ovo-adulto; a viabilidade pupal (%); a razdo sexual e a
sobrevivéncia dos adultos.

Para a avaliacdo da sobrevivéncia dos adultos, machos e fémeas foram
individualizados em tubos de vidro (2,5 cm de diametro x 8 cm de altura) e
observados diariamente para até a constatacdo da mortalidade, sendo que para
cada sexo foram analisados 20 individuos. Na parte interior desses tubos foram
aplicadas finas fileiras de mel puro com o auxilio de alfinete entomoldgico para a

alimentacéo dos adultos.

3.2.7 Determinacao do perfil quimico dos 6leos essenciais

A composicdo quimica do 6leo de S. aromaticum foi adquirida em
BOMFIM (2020; Informacéo pessoal), o qual foi proveniente do mesmo material
vegetal utilizado nos bioensaio deste estudo.

A determinacdo do perfil quimico do 6leo essencial de O. vulgare foi
realizada no Laboratério de Quimica Organica de Produtos Naturais do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos, Sédo Paulo,
Brasil. As analises foram realizadas em um sistema de Cromatografia a gas
acoplado a Espectrometro de Massas Sequencial (CG-EM/EM), equipado com
auto-injetor (Combi PAL AOC-5000 Shimadzu), coluna Restek Rtx-5ms (30m x
0.250 mm x 0.25 ym) fundida com silica e Espectrdmetro de Massas Sequencial

(MSTQ8030 Shimadzu). As amostras foram analisadas em modo full scan e
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injetadas a uma concentragdo de 10,0 ug.mL™* em uma rampa de aquecimento
de 50°C a 120°C por 15,0 min, e de 120°C a 210°C com variacao de temperatura
de 2°C.min* em fluxo de 1,0 mL.min™. O gas Hélio foi utilizado como gas de
arraste, a razdo de fracionamento foi de 50,0; a temperatura do forno da coluna
foi de 50°C, temperatura de injecdo de 250°C, volume de injecdo de 1,0pL,
pressdo de 62.7 kPa, velocidade linear de 36.3 cm.seg™ e fluxo de purga de
5mL.min™. Para a andlise dos dados de separacdo e seus tratamentos, utilizou-
se o Software GCMS Real Time Analysis® e a identificacdo das substancias
presentes nas amostras foi realizada através do reconhecimento dos espectros
obtidos comparados a biblioteca de espectros de massa - NIST e literatura
especifica (ADAMS, 2017).

3.2.8 Andlise estatistica

Os dados resultantes dos bioensaios foram analisados por anélises
exploratérias para avaliar as premissas de normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk (p < 0,05). Os dados foram submetidos a analise ndo paramétrica, sendo
utilizado o teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). As curvas de sobrevivéncia de
Kaplan-Meier foram construidas com dados de sobrevida em idades especificas
e comparadas pelo teste de LogRank (p < 0,05). Todas as analises foram
realizadas no software InfoStat (DI RIENZO et al., 2011).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Efeito dos 0leos essenciais em dieta artificial sobre Diatraea

saccharalis

Diferengas estatisticas no percentual de mortalidade de lagartas de D.
saccharalis somente foram observadas entre as doses (%) dos 6leos esséncias
de C. citratus (p <0,0001), S. aromaticum (p <0,0001) e O. vulgare (p <0,0001),
onde doses (%) altas destes Oleos foram altamente toxicas para lagartas de 1°
instar deste lepidéptero (Figura 1). Os 6leos de S. terebinthifolius e B.
dracunculifolia (p = 0,0398) apresentaram baixa toxicidade as lagartas de D.
saccharalis mesmo que submetidas a alimentacdo com doses (%) altas destes

produtos (Figura 1).
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Figura 1 — Mortalidade (%) de Diatraea saccharalis alimentadas com dieta
artificial contendo 6leos esséncias de Cymbopogon citratus (A),
Syzygium aromaticum (B), Origanum vulgare (C), Schinus

terebinthifolius (D) e Baccharis dracunculifolia (E). Colunas sem

e com mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si (Teste
de Kruskal-Wallis p<0,05)
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O tratamento com a adicdo de Tween® nao diferiu estatisticamente do
tratamento controle em todos os ensaios com 0s 6leos essenciais, portanto, foi
descartado qualquer efeito deste composto na mortalidade de lagartas de D.
saccharalis em doses (%) que foram utilizados este produto como diluente (< a
0,05%) (Figura 1).
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Como critério para a utilizacdo destes Oleos essenciais em avaliagdes
antimicrobianas sobre lagartas de D. saccharalis infectadas por Nosema sp.
foram selecionadas doses (%) que apresentaram mortalidade < a 5%, as quais
nao se diferenciaram estatisticamente do tratamento controle (sem adicdo de
Oleos essenciais) nos bioensaios. Com isso, foram escolhidas as doses (%) <
0,03 do oleo de C. citratus, 0,02 de S. aromaticum, 0,01 de O. vulgare e 0,02 e

0,05 para os dleos de S. terebinthifolius e B. dracunculifolia.

3.3.2 Avaliacdo de O6leos essenciais e produtos antimicrobianos no

desenvolvimento da infeccdo de Nosema sp. em Diatraea saccharalis

Foram observadas diferencas significativas no nimero de esporos de
Nosema sp. em lagartas submetidas ou ndo a alimentacdo com antibidticos e
6leos essenciais (p <0,0001) (Tabela 1).

Lagartas de D. saccharalis alimentadas com dieta artificial contendo os
antibiéticos albendazol (0,5 mg/mL) e metronidazol (1 mg/mL) e os Oleos
essenciais de S.aromaticum (0,01%), O. vulgare (0,01%) e de S. terebinthifolius
(0,05%) apresentaram resultados satisfatérios, pois houve uma reducéo
significativa > 60% da infecgéo pelo microsporidio quando comparadas ao nivel
de infeccdo das lagartas infectadas que nao foram submetidas a tratamento com
produtos antimicrobianos (Tabela 1). Resultado contrastante foi observado na
avaliagdo antimicrobiana dos oleos de C. citratus e B. dracunculifolia (0,02 e
0,05%) e nos antibidticos tianidazol e albendazol (1 e 2 mg/mL) sobre o
desenvolvimento de Nosema sp., 0s quais ndo apresentaram resultados
satisfatérios, uma vez que, o numero de esporos deste microsporidio
encontrados em lagartas submetidas ao tratamento por estes produtos foi
superior ao observado no tratamento controle, o qual ndo foi acrescido nenhum
tipo de tratamento na alimentagéo deste lepidoptero (Tabela 1).

Uma observacao interessante quanto a utilizacado de antibiéticos foi que,
guando submetidas ao tratamento com metronidazol, foi observada uma reducéo
significativa no nimero de esporos de Nosema sp. a medida que aumentava a
dosagem (mg/mL) deste produto. O contrario foi observado quando as lagartas

foram submetidas ao tratamento com os antibiéticos albendazol e tinidazol, no
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qual foi constatado um aumento progressivo no nimero de esporos a medida

gue aumentava a dose (mg/mL) destes produtos (Tabela 1).

Tabela 1 — Média (xEP) do numero de esporos de Nosema sp. em lagartas

de 2° instar de Diatraea saccharalis submetidas a tratamento

com Oleos essenciais e produtos antimicrobianos

Média do niumero de esporos

Produto Dose de Nosema/lagarta (x103)!
Controle? - 6,5 + 0,25 cdef

0,5 mg/mL 225+061a
Albendazol 1 mg/mL 7,75 £ 2,45 bedef

2 mg/mL 8,50 = 2,92 abcde

0,5 mg/mL 4,25 + 1,09 abcde
Metronidazol 1 mg/mL 250+0,79a

2 mg/mL 3,00 £ 0,31 abc

0,5 mg/mL 3,75+ 0,79 abcd
Tinidazol 1 mg/mL 8,50+ 1,21 ef

2 mg/mL 10,00 +2,50 ef
Oleo deSyzygium 0
aromaticum 0,01% 1,70+0,12 a
Oleo de Origanum vulgare 0,01% 2,00 £0,27 a
Oleo de Cymbopogon 0,02% 6,75 + 0,64 cdef
citratus3 0,03% 6,90 £ 0,60 def
Oleo de Schinus 0,02% 2,75+ 0,25 ab
terebinthifolius3 0,05% 2,40+0,19a
Oleo de Baccharis 0,02% 7,75 + 1,15 def
dracunculifolia3 0,05% 8,75+0,40f

IMédias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Kruskal-

Wallis (p<0,05);

2Tratamento sem adic&o de produto;

Os tratamentos que demostraram a maior redugdo na contagem de

esporos, albendazol (0,5 mg/mL), metronidazol (1 mg/mL), 6leos essenciais de

S.aromaticum (0,01%), O. vulgare (0,01%)

e de S. terebinthifolius (0,02 e

0,05%) (Tabela 1), foram examinados quanto aos efeitos em parametros

biolégicos de D. saccharalis e C. flavipes.
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3.3.3 Aspectos biolégicos de Diatraea saccharalis criadas em dieta artificial

contendo 6leos essenciais e produtos antimicrobianos

A adicdo dos antibidticos albendazol (0,5 mg/mL) e metronidazol (1
mg/mL) e dos 6leos essenciais de S.aromaticum (0,01%), O. vulgare (0,01%) e
de S. terebinthifolius (0,02 e 0,05%) na alimentacdo de D. saccharalis somente
resultou em alteracdes no periodo de desenvolvimento (dias) das fases de ovo
(p = 0,0001) e larva (p <0,0001) (Figura 2).

Figura 2 — Periodo de desenvolvimento (dias +EP) das fases de ovo (A),
larva (B) e pupa (C) e a viabilidade (%) dos ovos (D) de Diatraea
saccharalis mantidas em dietas artificiais sem e com Oleos
essenciais e produtos antimicrobianos. Colunas sem e com a
mesma letra n&o diferem entre si (Teste de Kruskal-Wallis
p<0,05).
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O periodo (dias) para o desenvolvimento da fase de ovo de D. saccharalis

no tratamento controle (dietas sem a adicdo de produtos antimicrobianos) e em
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dieta contendo O. vulgare (0,01%) foi inferior ao observado nos demais
tratamentos, os quais nao se diferenciaram estatisticamente entre si (Figura 2;
A). Resultado semelhante foi observado no periodo (dias) da fase de larva, na
gual lagartas mantidas em dieta sem produtos antimicrobianos apresentaram um
periodo médio de desenvolvimento de 38,19 dias, diferindo dos demais
tratamentos, os quais tiveram um aumento significativo no desenvolvimento das
lagartas deste lepidoptero (Figura 2; B).

Diferente do que foi observado na fase de ovo e larva, o periodo (dias) de
desenvolvimento das pupas (p = 0,5737) e a viabilidade (%) dos ovos (p =
0,9812) ndo foram afetados pelo acréscimo de produtos antimicrobianos na dieta
artificial de D. saccharalis (p = 0,5737) (Figura 2; C e D).

A razéo sexual (p = 0,5320) e o peso (g) médio das pupas (p = 0,1427),
bem como, a sobrevivéncia de fémeas (p = 0,639) e machos (p = 0,122) de D.
saccharalis foram semelhantes entre os tratamentos, indicando que a adi¢cao dos
produtos antimicrobianos na dieta artificial ndo afeta tais parametros biolégicos

deste lepidoptero (Figura 2 e 3; Tabela 2).

Tabela 2 — Razao sexual e peso (g) de pupas (x EP) de Diatraea saccharalis
mantidas em dietas artificiais sem e com 6leos essenciais e

produtos antimicrobianos.

Tratamentos Razao sexual* Peso de pupa (g)*
Controle?! 0,52 + 0,07 0,16 + 0,01
Syzygium aromaticum (0,01%) 0,58 £ 0,05 0,14 + 0,00
Origanum vulgare (0,01%) 0,48 £ 0,100 0,14 + 0,00
Schinus terebinthifolius (0,02%) 0,54 + 0,07 0,15+ 0,00
Schinus terebinthifolius (0,05%) 0,58 £ 0,04 0,14 + 0,00
Metronidazol (1mg/mL) 0,42 + 0,04 0,15+ 0,00
Albdendazol (0,5 mg/mL) 0,46 £ 0,06 0,15+ 0,00

ITratamento sem adicao de produto;

*Nao significativo pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Figura 3 — Sobrevivéncia de fémeas (A) e machos (B) adultos de Diatraea
saccharalis mantidas em dietas artificiais com e sem 06leos

essenciais e produtos antimicrobianos
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3.3.4 Aspectos biolégicos de Cotesia flavipes mantidas em Diatraea
saccharalis criadas em dieta artificial contendo 06leos essenciais e

produtos antimicrobianos

Quando submetidas ao parasitismo em lagartas de D. saccharalis
alimentadas com dieta artificial acrescida dos antibioticos albendazol (0,5
mg/mL) e metronidazol (1 mg/mL) e dos 6leos essenciais de S.aromaticum
(0,01%), O. vulgare (0,01%) e de S. terebinthifolius (0,02 e 0,05%), C. flavipes
nao é afetada quanto aos parametros biol6égicos: periodo de desenvolvimento
(dias) de ovo-adulto (p = 0,4232), viabilidade (%) de pupas (p = 0,1175), razédo
sexual (%) (p = 0,7627 ) e sobrevivéncia de fémeas (p = 0,117) e machos (p =
0,060) adultos (Figuras 4 e 5).
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Figura 4 — Periodo de desenvolvimento (dias) de ovo-adulto (A), viabilidade
(%) de pupas (B) e razédo sexual (C) de adultos de Cotesia
flavipes mantidas em Diatraea saccharalis criadas em dieta
artificial contendo Oleos essenciais e produtos
antimicrobianos. Colunas sem letra nao diferem entre si (Teste
de Kruskal-Wallis p<0,05)
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Figura 5 — Sobrevivéncia de fémeas (A) e machos (B) adultos de Cotesia
flavipes mantidas em Diatraea saccharalis criadas em dieta
artificial contendo oleos essenciais e produtos

antimicrobianos
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3.3.5 Determinacéo do perfil quimico dos 6leos essenciais

No 6leo essencial de S.aromaticum foram identificados os compostos,
eugenol, caryophyllene bicyclo e humuleno, dos quais o eugenol foi 0 composto
majoritario, representando 80,68% do total da composicdo deste 6leo essencial.

No 6leo essencial de O. vulgare foram identificados 30 compostos (Figura
6), no qual os compostos majoritarios foram o Terpinen-4-ol, o qual representa
26% do composto total, seguidos de 4 — Thujanol (12,78%), Thymol (12,52%) e
gamma-Terpinene (10,36%).
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Figura 6 - Cromatograma do 6leo essencial de Origanum vulgare obtido por
meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas
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1: Thujene- C10H16; 2: a-pinene; 3: Bicyclo [3.1.0] hexane C10H16; 4: beta.-Myrcene;
5: alpha Terpinene C10H16; 6: p-Cymene C10H14; 7: d-limonene; 8: not identified; 9:
gamma terpinene C10H16; 10: Sabinene hydrate cis or 4 — Thujanol C10H180; 11: p-
Mentha-2,4(8)-diene C10H16; 12: Linalool C10H180; 13: Sabinene hydrate trans or 4 -
Thujanol - C10H180; 14: 2-Cyclohexen-1-ol, 1-methyl-4-(1-methylethyl)-, trans-
C10H180; 15: not identified; 16: endo-Borneol C10H180; 17: Terpinen-4-ol C10H180;
18: alpha.-Terpineol C10H180; 19: trans-p-Menth-1-en-3-ol; 20: Thymol methyl ether
C15H160; 21: Benzene, 2-methoxy-1-methyl-4-(1-methylethyl)- or Carvacrol C11H160;
22: Linalool acetate C12H202; 23: Thymol C10H140; 24: p-Cymen-2-ol C10H140; 25:
Eugenol C10H1202; 26: not identified; 27: Caryophyllene E C15H24; 28:
bicyclo(8.1.0)undeca-2,6-diene, 3,7,11,11-tetramethyl-, or Bicyclogermacrene; 29: not
identified; 30: not identified.

3.4 DISCUSSAO

Este estudo avaliou o potencial de antibiéticos e 6leos esséncias na
capacidade de reduzir a multiplicacdo de esporos de Nosema sp. em D.
saccharalis e com isso, minimizar os efeitos deletérios ocasionados por este
microsporidio neste lepidéptero e no parasitoide C. flavipes. Dos compostos e
doses testadas, os Oleos essenciais de S.aromaticum (0,01%), O. vulgare
(0,01%) e de S. terebinthifolius (0,02 e 0,05%) e os antibioticos albendazol (0,5
mg/mL) e metronidazol (1 mg/mL) demostraram maior redugédo na infeccdo de
Nosema sp. em D. saccharalis.

As descobertas deste estudo séo apoiadas por diversos registros da acao
antimicrobiana de antibiéticos e 0Oleos essenciais na reducdo da infeccdo por
Nosema em artrépodes (MAISTRELLO et al., 2008; BRAVO et al.,, 2017;
BORGES et al., 2020; PASCA et al., 2021). Entretanto, este € o primeiro registro
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gque comprova o potencial de tais compostos na reducdo da infeccdo pelo
microsporidio em D. saccharalis.

Os antibioticos albendazol e metronidazol s&o farmacos bastante
utilizados contra patdgenos, apresentando resultados eficazes na inibicdo de
infeccbes por Nosema em insetos (BOOHENE et al, 2003; GISDER;
GENERSCH, 2015; BOILEAU et al., 2016). A atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais de plantas é uma alternativa promissora, que vem apresentando
resultados satisfatorios contra uma variedade de microrganismo patogénicos
(CHOUHAN et al., 2017; GARCIA-SALINAS et al., 2018; DUTRA et al., 2019;
DANNENBERG et al, 2019). Tal atuacdo se deve a composicdo destes
produtos, os quais apresentam diferentes classes de compostos, tais como o0s
alcoois, aldeidos e fendis, que atuam individualmente ou em sinergismo inibindo
o desenvolvimento de patdgenos (BASSOLE et al., 2012).

Na composicdo quimica dos Oleos de S.aromaticum e O. vulgare foi
identificada a presenca do eugenol e/ou terpineol, timol e carvacrol, os quais sdo
responsaveis pela reducdo de inumeras infeccbes bacterianas e fungicas
(BENNIS et al., 2004; BONA et al., 2016; LEE et al., 2017; MARCHESE et al.,
2017; NEPOMUCENO et al., 2018; CAl et al.,, 2019). A composicao do 6leo
essencial de S. terebinthifolius ndo foi identificada neste estudo, contudo,
estudos apontam a presenca de a-pineno, mirceno, limoneno como
componentes majoritarios deste 6leo, os quais sdo reconhecidos pelo seu
potencial antimicrobiano (GOIS et al, 2016; ULIANA et al, 2016;
DANNENBERG et al., 2019).

A atuacdo isolada de alguns dos compostos presentes nestes 0leos, tais
como o eugenol, timol e carvacrol purificados vém apresentando eficiéncia na
reducdo da infeccdo de Nosema em abelhas, se tornando uma alternativa mais
desejavel, visto que, a quantidade de ingredientes ativos presentes nos extratos
de plantas é variavel, podendo apresentar resultados diferentes quanto a inibicdo
do desenvolvimento do microsporidio (BORGES et al., 2020; COSTA et al.,
2010). Entretanto, mesmo que a utilizacdo destes compostos sobre infeccbes de
Nosema sp. em D. saccharalis seja uma alternativa promissora, é necessario
investigar os efeitos téxicos sobre este lepidoptero, uma vez, que o eugenol é

reconhecido também pelo seu efeito inseticida a inUmeros artropodes, atuando
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de forma moderada como inibidor da enzima acetilcolinesterase (VARGAS-
MENDEZ et al., 2019).

A atividade antimicrobiana dos 0leos de C. citratus e B. dracunculifolia e
dos antibidticos tinidazol e albendazol (1 e 2 mg/mL) sdo eficientes contra
inUmeros patdgenos, no entanto, neste estudo, a adicdo destes produtos na
alimentacdo de D. saccharalis teve efeito adverso, uma vez que, foi constatado
um aumento do numero de esporos de Nosema sp. em relacdo ao tratamento
controle (GISDER; GENERSCH, 2015; RODRIGUES et al.,, 2020). Tais
resultados indicam que estes compostos/doses podem ter alterado a microbiota
intestinal de D. saccharalis e com isso tornado este inseto mais susceptivel a
infeccdo pelo microsporidio, uma vez, que tais produtos afetam também
microrganismos benéficos que desempenham papel crucial na regulacdo das
fungdes imunoldgicas dos insetos. Um exemplo com abelhas demonstra que as
alterac6es na microbiota intestinal ocasionados pela utilizacdo de antibioticos
torna estes insetos vulneraveis a infeccdo por Nosema, fato este, que
exemplifica o que pode ter ocorrido neste estudo com D. saccharalis (LI et al.,
2017). Entretanto, para elucidar tal informacéo é necessario entender o papel da
microbiota intestinal de D. saccharalis nas respostas imunoldgicas a infeccao
por Nosema.

Os resultados obtidos sobre os efeitos da adicdo dos 6leos essenciais de
S.aromaticum, O. vulgare e de S. terebinthifolius e dos antibiéticos albendazol
(0,5 mg/mL) e metronidazol (1 mg/mL) na alimentacdo de D. saccharalis e C.
flavipes indicaram pouco ou nenhum efeito deletério em parametros biolégicos
destes insetos, sugerindo que os efeitos nocivos destes compostos podem esta
relacionados com os ingredientes ativos presentes em tais produtos, bem como,
pela dose utilizada. No entanto, mesmo que os resultados sejam promissores,
nao foi avaliado o efeito da utilizacdo dos antibidticos e dos Oleos essenciais por
sucessivas geracOes de D. saccharalis e C. flavipes, portanto, tais compostos
devem ser fornecidos com precaucdo, evitando com isso possiveis efeitos
colaterais da utilizagédo excessiva de tais compostos.

De modo geral, as descobertas deste estudo servirdo de suporte para a
implementacdo e aprimoramento de medidas de controle de infecgcbes por

Nosema sp. em producdes de D. saccharalis, visando a manutencdo da
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qualidade deste lepidéptero e do parasitoide C. flavipes para 0 uso em

programas de controle bioldgico.
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CONSIDERACOES FINAIS

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

de D. saccharalis e C. flavipes.

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

deste lepidoptero e em C. flavipes.

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

microsporidias em criacdes de D. saccharalis e deste parasitoide.
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