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RESUMO 
Regulação do desenvolvimento e resposta imune de lagartas de Diatraea 

saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) por Cotesia flavipes (Cameron) 
(Hymenoptera: Braconidae) 

 
 Cotesia flavipes (Cameron) (Hym.: Braconidae), como outros cenobiontes, é 

capaz de regular seu hospedeiro, criando um ambiente que sustenta e promove o 
desenvolvimento de suas larvas, comumente em detrimento do hospedeiro. 
Substâncias derivadas do trato reprodutivo das fêmeas (proteínas ovarianas, veneno e 
polidnavírus) são injetadas no hospedeiro, afetando a resposta imune e outros 
processos fisiológicos com o propósito de regular os níveis hormonais, nutrição e 
comportamento.  O presente trabalho teve por objetivo avaliar o papel dessas 
substâncias no crescimento e desenvolvimento de Diatraea saccharalis (Fabricius) 
(Lepidoptera: Crambidae), e avaliar como o parasitismo afeta a resposta imune do 
hospedeiro. Todas as substâncias derivadas da fêmea foram obtidas após a dissecação 
do parasitóide, através da coleta do reservatório de veneno ou dos ovários (proteínas 
ovarianas e polidnavírus) em tampão resfriado. As secreções foram processadas 
adequadamente e injetadas logo após a coleta. O veneno e as proteínas ovarianas + 
polidnavírus (PDV) foram injetados juntos ou separadamente em lagartas entre 0-12h 
do 6º instar. O efeito de cada um dos componentes isolados do parasitóide no 
desenvolvimento e crescimento do hospedeiro foi avaliado através de observações no 
ganho de peso, duração e viabilidade da fase larval e pupal. Os efeitos do parasitismo 
na resposta imune do hospedeiro foram avaliados tanto ao nível celular, através da 
contagem do número total de hemócitos e capacidade de encapsulação, como ao nível 
bioquímico, medindo-se a ativação da profenoloxidase e produção de óxido nítrico na 
hemolinfa das lagartas de D. saccharalis em diferentes estágios de desenvolvimento do 
parasitóide (0, 1, 3, 5, 7 e 9 dias após o parasitismo). As proteínas ovarianas do 
parasitóide e o PDV sozinho, ou co-injetado com o veneno, suspenderam o 
desenvolvimento larval do hospedeiro, enquanto que o veneno, sozinho, afetou o 
processo de metamorfose. A resposta imune do hospedeiro também foi afetada por C. 
flavipes, de maneira dependente do tempo. Lagartas parasitadas apresentaram declínio 
no número total de hemócitos a partir do 3º dia e a capacidade de encapsulação foi 
afetada ao longo do desenvolvimento do parasitóide. A atividade da fenoloxidase do 
hospedeiro foi alterada apenas no final do desenvolvimento imaturo do parasitóide, 
enquanto que o óxido nítrico foi afetado nas 24 h iniciais após parasitismo.  

 
 
Palavras-chave: Interações hospedeiro-parasitóide; Resposta imune; Regulação 

hospedeira; Polidnavírus 
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ABSTRACT 
Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) larval 

development and immune response regulation by Cotesia flavipes (Cameron) 
(Hymenoptera: Braconidae) 

 
Cotesia flavipes (Cameron) (Hym., Braconidae), as other koinobionts, is capable 

of regulating the host development to produce an suitable host environment to sustain 
and promote its own larval development at the host expenses. Female-derived 
substances from the reproductive tract (ovarian proteins, venom, polydnavirus) are 
injected into the host, affecting the host immune response and other physiological 
processes aiming to regulate the host hormone levels, nutrition and behavior. Our goal 
was to evaluate the role of these substances on Diatraea saccharalis (F.) (Lepidoptera: 
Crambidae) growth and development, and how the parasitism affects the host immune 
response. All female-derived substances were collected after parasitoid dissection by 
collecting the venom reservoir or the ovaries (ovarian proteins and polydnavirus). 
Dissections were carried out in ice-cold buffer, collected tissues were processed 
accordingly and the desired substances injected immediately after collection. Venom 
and ovarian proteins+polydnavirus (PDV) were injected jointly and separated in 0-12 h-
old 6th instars of D. saccharalis. The effect of these substances on host development 
and growth was evaluated by measuring the host weight gain, larval and pupal 
survivorship and developmental time. The effects of the parasitism on the host immune 
response was evaluated either at the cellular level, by measuring the total hemocyte 
count and the encapsulation capacity, and at the biochemical level, by measuring the 
prophenoloxidase activity and nitric oxide levels at different stages of parasitoid 
development (0, 1, 3, 5, 7 and 9 days after parasitism). Parasitoid ovarian proteins and 
PDV alone or co-injected with the venom arrested the host larval development, while the 
venom by itself only affected the host metamorphosis process. The host immune 
response was also affected by C. flavipes at a time-dependent manner. The total 
hemocyte count dropped at day 3 of parasitism, while the host encapsulation capacity 
was reduced during parasitoid development. The host prophenoloxidase activity was 
also affected mainly towards the end of parasitoid larval development, while the nitric 
oxide at the first 24 h after parasitism.  

 
Keywords: Host-parasitoid interactions; Host immune response; Host regulation; 

polydnavirus 
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1 INTRODUÇÃO 

 
Ao longo do curso da evolução, membros de diversas ordens de insetos 

adotaram estilo de vida parasítico, como alguns em Diptera, Coleoptera, Lepidoptera, 

Trichoptera e Strepsiptera, representando um exemplo extremo de colonização bem 

sucedida dos nichos ecológicos existentes. No entanto, Hymenoptera, com 

aproximadamente 80% de suas espécies, é a ordem mais importante de insetos de 

hábito parasítico. Essa alta diversidade só é possível dado ao espectro de interações 

hospedeiras desenvolvidas por esses organismos (GODFRAY, 1994; QUICKE, 1997; 

WHITFIELD, 2003; PENNACCHIO; STRAND, 2006). 

As larvas de parasitóides se desenvolvem utilizando como fonte nutricional o 

corpo de outros artrópodes, normalmente insetos, apresentando importante função nos 

ecossistemas agrícolas, onde influenciam ou regulam a densidade populacional de 

muitos de seus hospedeiros. Pesquisas com esse grupo de inimigos naturais foram 

estimuladas devido ao sucesso freqüente de seu uso em programas de controle 

biológico, clássico ou aplicado (GODFRAY, 1994). Parasitóides desenvolveram um 

surpreendente conjunto de mecanismos para manipular os aspectos fisiológicos e 

bioquímicos de seus hospedeiros, de forma a criar um ambiente favorável ao 

desenvolvimento de sua progênie, mas tipicamente em detrimento do desenvolvimento 

de seu hospedeiro (BECKAGE; GELMAN, 2004). 

Entre os diferentes grupos de parasitóides, os cenobiontes são, sem dúvida, 

aqueles em que seu imaturo enfrenta as maiores restrições impostas pelo hospedeiro, 

já que o mesmo permanecerá vivo e continuará a crescer. Ao mesmo tempo que esse 

fato impõe limitações ao parasitóide, visto que ele deverá competir com os tecidos do 

hospedeiro pela utilização dos nutrientes disponíveis na hemolinfa, principalmente no 

início de seu desenvolvimento, ele também permite que esses parasitóides 

diversifiquem sua estratégia de desenvolvimento, já que há a expectativa de que o 

hospedeiro atinja estado nutricional mais adequado do que aquele no momento do 

parasitismo. Assim, diante dessa expectativa e da preferência de parasitismo, 

parasitóides podem ajustar seu desenvolvimento às mudanças fisiológicas do 

hospedeiro ou adequar o hospedeiro às necessidades do seu desenvolvimento, 
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manipulando a fisiologia do mesmo. Dessa maneira, parasitóides manipulam a atividade 

fisiológica e bioquímica do hospedeiro com o intuito de criar um ambiente favorável ao 

seu próprio desenvolvimento, utilizando diversos mecanismos de regulação (VINSON; 

IWANTSCH, 1980; VINSON; PENNACCHIO; CÔNSOLI, 2001; PENNACCHIO; 

STRAND, 2006).  

A possibilidade de regulação dos diferentes mecanismos que alteram o 

crescimento e desenvolvimento do hospedeiro, que envolve desde a inibição do sistema 

imunológico até o controle da expressão gênica do hospedeiro, é uma das 

características que tornam esses insetos agentes de controle tão eficientes (BURON; 

BECKAGE, 1997; VINSON; PENNACCHIO; CÔNSOLI, 2001; PENNACCHIO; MALVA; 

VINSON, 2001; CÔNSOLI; VINSON, 2004). 

Em muitos casos, os mecanismos moleculares responsáveis por alterações 

produzidas na fisiologia e metabolismo do hospedeiro são ainda desconhecidos, mas os 

avanços tecnológicos facilitarão a elucidação dos meios pelos quais parasitóides e seus 

produtos, incluindo polidnavírus (PDV), veneno e teratócitos, alteram o funcionamento 

do hospedeiro, incluindo a manipulação dos níveis de hormônios importantes, como os 

ecdisteróides e hormônio juvenil (EDWARDS; WEAVER, 2001). A identificação das 

moléculas indutoras e a compreensão dos mecanismos envolvidos na regulação 

hospedeira por parasitóides são tidas como fontes importantes de informações que 

levarão ao desenvolvimento de novas estratégias de controle de pragas seguras ao 

meio ambiente (STOLTZ, 1986; EDWARDS, WEAVER; MARRIS, 2001; MAITI et al., 

2003; BECKAGE; GELMAN, 2004). 

O parasitóide larval Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) foi 

introduzido no Brasil em 1974 e se destaca em diversas regiões como eficiente agente 

de controle biológico de Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) 

(BOTELHO; MACEDO, 2002). Apesar de sua introdução e utilização em larga escala no 

controle biológico dessa praga, pouco se sabe a respeito do processo de regulação 

hospedeira desse inimigo natural. Assim, dada à importância da cultura canavieira para 

o agronegócio nacional, a eficiência de C. flavipes no controle de D. saccharalis e o 

potencial de exploração da interação hospedeiro-parasitóide no desenvolvimento de 

novas estratégias de controle de pragas, esse trabalho buscou: i) avaliar o papel das 
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secreções introduzidas no hospedeiro pelo parasitóide, no momento do parasitismo, no 

crescimento e desenvolvimento do hospedeiro e ii) o efeito do parasitismo na resposta 

imune do hospedeiro, como etapa inicial na busca de moléculas reguladoras e na 

identificação de processos fisiológicos passíveis de exploração para o desenvolvimento 

de tecnologias alternativas para o controle de pragas.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 

2.1 Estratégias de desenvolvimento 
 

Os parasitóides atacam diversos hemimetábolos e holometábolos, sendo os ovos 

depositados sobre (ectoparasitóides) ou no interior (endoparasitóides) do hospedeiro. 

Desse modo, os parasitóides se restringem a completar seu desenvolvimento larval em 

um único hospedeiro, freqüentemente utilizando somente um estágio de 

desenvolvimento. Parasitóides de hemimetábolos são menos estágio-específicos do 

que aqueles que parasitam holometábolos, devido ao fato de ninfas e adultos de 

hemimetábolos explorarem o mesmo hábitat e alimento e apresentarem comportamento 

semelhante. Os estágios juvenis dos insetos são mais freqüentemente atacados, 

embora poucos grupos ataquem insetos adultos. Os parasitóides de holometábolos, 

como de Lepidoptera e Diptera, podem ser classificados de acordo com o estágio que 

atacam. Desse modo, um hospedeiro pode sofrer ataque por parasitóide de ovos, de 

larvas, de pupas ou de adultos. Alguns parasitóide ovipositam em um estágio do 

hospedeiro, mas sua progênie não o mata até que ele tenha entrado em outro estágio 

de desenvolvimento, por exemplo, os parasitóides ovo-larva e larva-pupa. Além disso, 

os parasitóides podem ser classificados como solitários ou gregários, dependendo do 

número de indivíduos a se desenvolver por hospedeiro, se um (solitário) ou vários 

(gregário) (GODFRAY, 1994; EDWARDS; WEAVER; MARRIS, 2001).  

Brodeur e Boivin (2004) selecionaram a dicotomia idiobionte-cenobionte como a 

classificação mais funcional para o estilo de vida dos parasitóides. O parasitóide 

idiobionte cessa o desenvolvimento do hospedeiro imediatamente ou logo após o 

parasitismo, enquanto o cenobionte permite que seu hospedeiro continue a se alimentar 

e a crescer. Os idiobiontes incluem os ectoparasitóides que paralisam 

permanentemente ou matam seus hospedeiros larvais e, por definição, os parasitóides 

de estágios sésseis, como ovos e pupas. Os parasitóides cenobiontes se desenvolvem 

como endoparasitóides de larvas, que continuam se movimentando, e hospedeiros 

adultos, permanecendo restritos fisiologicamente ao hospedeiro no qual vivem. 

As interações hospedeiro-parasitóide podem ocorrer de duas maneiras distintas, 

através da não alteração do desenvolvimento e comportamento do hospedeiro ou os 
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parasitóides podem causar mudanças (diretas ou indiretas) na síntese e metabolismo 

de hormônios relacionados ao crescimento e desenvolvimento (BECKAGE, 1985; 

LAWRENCE, 1986).  

Vinson e Iwantsch (1980) e posteriormente Lawrence (1986) dividiram os 

parasitóides cenobiontes em “reguladores” e “conformadores”, baseando-se em suas 

interações com seus hospedeiros. Os “reguladores” manipulam o crescimento e 

desenvolvimento do hospedeiro, normalmente por via endócrina, retardando o 

desenvolvimento do mesmo após o crescimento máximo ter sido alcançado, enquanto 

que os “conformadores” apresentam maior plasticidade de desenvolvimento, 

adequando o seu desenvolvimento ao do hospedeiro. 

Muitos parasitóides usam diferentes estratégias em seqüência, sendo o 

parasitismo assintomático nos instares iniciais do hospedeiro, enquanto os instares 

tardios mostram sintomas claros do parasitismo, como a interrupção da alimentação, da 

muda e do processo de metamorfose (LAWRENCE, 1986; HARVEY, 1996; EDWARDS; 

WEAVER; MARRIS, 2001; BECKAGE; GELMAN, 2004). 

 

2.2 Interação hospedeiro-parasitóide 
 

Após a aceitação hospedeira, os imaturos do parasitóide enfrentam uma série de 

desafios fisiológicos que podem diminuir suas chances de sobrevivência. Esses 

desafios incluem a garantia de suprimento adequado de alimento e oxigênio e a morte 

do hospedeiro, devido a doenças, predação ou parasitismo secundário. Contudo, as 

maiores ameaças potenciais estão presentes nas formas dos vários mecanismos de 

defesa imunológica e variações do sistema endócrino, que são cruciais para a 

regulação do hospedeiro (EDWARDS; WEAVER; MARRIS, 2001). Esses processos 

fisiológicos incluem as respostas imunológicas naturais ao ataque e as mudanças 

críticas nos níveis de diversos hormônios que determinam o início do desenvolvimento, 

e resultam no crescimento, muda e metamorfose. Os organismos invasores, ou se 

adaptam ao padrão determinado pelo hospedeiro para seu programa de 

desenvolvimento, ou assumem o controle da fisiologia do hospedeiro e a manipulam 

para suprir suas necessidades (VINSON, 1976; VINSON; IWANTSCH, 1980). 
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Embora alguns endoparasitóides evitem sua detecção pelo sistema imune, em 

vários casos há o reconhecimento dos imaturos depositados pelo sistema imunológico 

do hospedeiro, mas os mesmos escapam à reação imune pela supressão dessa 

resposta. Não só a imunidade é ativamente suprimida, mas os insetos parasitados são 

geralmente mantidos em um estado de desenvolvimento fisiológico adequado ao 

parasitóide. Para estabelecer um ambiente tolerante para sua sobrevivência, fatores do 

trato reprodutivo feminino e do imatura em desenvolvimento do parasitóide são 

empregados para inativar a resposta imune e alterar outros aspectos da fisiologia do 

hospedeiro. Esses fatores incluem proteínas sintetizadas pelas fêmeas e introduzidas 

no hospedeiro durante a oviposição (venenos e proteínas ovarianas), vírus simbiontes 

(polidnavírus-PDV) e células liberadas pelo ovo do parasitóide no final do 

desenvolvimento embrionário (teratócitos), assim como secreções liberadas pela 

própria larva do parasitóide em desenvolvimento (DAHLMAN; VINSON, 1993; STRAND; 

PECH, 1995; WEBB, 1998; BECKAGE; GELMAN, 2004). 

 

2.3 O sistema imune de insetos 
 

Para muitos animais multicelulares, as defesas contra infecções são mediadas 

por dois sistemas, i) a imunidade inata (natural) e ii) a adquirida. Enquanto vertebrados 

exibem ambas as respostas imunológicas, insetos e outros invertebrados possuem 

apenas a resposta inata (GILLESPIE; KANOST; TRENCZEC, 1997). 

Em insetos, o sistema imune é comumente dividido em: componentes humorais e 

celulares. A resposta humoral resulta principalmente da ação de proteínas que estão 

sempre presentes ou são induzidas, sendo geralmente associadas à infecção de 

microrganismos. Entre as moléculas efetoras mais importantes do sistema humoral, 

estão os peptídeos antimicrobianos (como as cecropinas e atacinas, responsáveis pela 

inibição da biossíntese de proteínas na membrana externa de bactérias), produzidos 

por diversos tecidos, inclusive o tecido adiposo. Os insetos também liberam oxigênio 

citotóxico e reativo, assim como uma gama de outras moléculas de defesa, como 

lisozimas (enzimas relacionadas à despolimerização da parede celular). Já a resposta 

celular se refere à atividade dos hemócitos, células de defesa suspensas na hemolinfa.  
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A defesa produzida por estes processos é baseada na resposta celular, humoral 

ou na combinação de ambas (ARMSTRONG, 1996; GILLESPIE; KANOST; 

TRENCZEC, 1997; NAPPI; OTTAVIANI, 2000; SCHMIDT; THEOPOLD; STRAND, 

2001; TZOU; GREGÓRIO; LEMAITRE, 2002). A hipótese mais aceita é a de que os 

pró-hemócitos seriam as células precursoras que se diferenciariam em um ou mais 

tipos celulares. Chapman (1998) reuniu os principais tipos de hemócitos envolvidos na 

resposta imune, descritos por Gupta (1979) e Rowley e Ratcliffe (1981), sendo: i) 

plasmatócitos - são células pleomórficas e as mais abundantes e são envolvidas na 

fagocitose e encapsulação de invasores, ii) granulócitos - células que apresentam 

grande quantidade de retículo endoplasmático rugoso, descarregando o conteúdo de 

suas vesículas na superfície do organismo invasor na etapa inicial da resposta imune. 

Ainda são encontrados os esferulócitos, células não-adesivas, responsáveis pelo 

transporte de componentes cuticulares, e os oenocitóides, que ocorrem principalmente 

em Lepidoptera. Os oenocitóides são células que contém precursores citoplasmáticos 

de fenoloxidases e, provavelmente, apresentam papel na melanização (ASHIDA; 

DOHKE, 1980; IWAMA; ASHIDA, 1986; SASS; KISS; LOCKE, 1994; JIANG et al., 1997; 

LAVINE; STRAND, 2002).   

Os insetos possuem um complexo e eficiente sistema de defesa que envolve 

barreiras físicas como o tegumento e o tubo digestivo, que limitam a invasão da 

cavidade hemocélica. Quando essas barreiras são vencidas, desencadeia-se o 

processo de resposta celular e a indução da síntese de peptídeos antimicrobianos e 

proteínas de defesa. O patógeno ou parasito invasor é reconhecido como organismo 

estranho pela detecção de estímulos químicos e físicos que envolvem proteínas 

solúveis da hemolinfa, assim como proteínas receptoras localizadas na superfície dos 

hemócitos ou outras células. O evento de reconhecimento inicial pode conduzir a 

comunicação com outras células através de moléculas que atuam como sinalizadores 

no estímulo da resposta. O reconhecimento e os sinais secundários iniciam um 

processo de tradução de sinais que levará à ação celular, ou seja, a adesão seguida de 

fagocitose, nodulação ou encapsulação pelos hemócitos, liberação dos fatores 

sinalizadores ou a transcrição induzida de genes para a produção de proteínas 

antimicrobianas (GILLESPIE; KANOST; TRENCZEC, 1997). 
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 Através de fagocitose, os hemócitos removem pequenas partículas como 

bactérias e agentes abióticos, a ação é realizada por uma célula individual, como os 

plasmatócitos ou granulócitos. A nodulação se refere à formação de um agregado 

multicelular que apanha um grande número de bactérias em um material extracelular, 

esses agregados se aderem aos tecidos, podendo ser encapsulados (LACKIE, 1988; 

YOKOO; GOETZ; TOJO, 1995). 

A resposta imune mais complexa a grandes invasores, como parasitóides ou 

nematóides, é a encapsulação, processo que envolve o isolamento e aprisionamento do 

invasor dentro de uma cápsula de defesa. O início da formação da cápsula ocorre 

quando um pequeno número de hemócitos se anexa ao organismo estranho. Os dois 

tipos de hemócitos mais freqüentemente observados nas cápsulas, em Lepidoptera, 

são os granulócitos e plasmatócitos. Hemócitos adicionais tornam-se mutuamente 

adesivos, formando um revestimento ao redor do alvo. A agregação dos hemócitos 

finalmente cessa, resultando em uma cápsula lisa com camadas celulares sobrepostas. 

A encapsulação envolve três fases: i) o reconhecimento do invasor como “não–próprio”, 

pela mediação de células granulares (os granulócitos descarregam seu conteúdo na 

superfície do invasor), ii) a forte adesão entre os plasmatócitos e a suspensão no 

recrutamento de hemócitos e iii) a formação da cápsula propriamente dita (SCHMIDT; 

THEOPOLD; STRAND, 2001). 

A lagarta de D. saccharalis é um hospedeiro adequado para C. flavipes, ou seja, 

a progênie do parasitóide é bem sucedida na evasão das defesas do organismo 

hospedeiro, podendo ser encontradas aproximadamente 40 larvas do parasitóide no 

hemocele das lagartas (ALLEYNE; WIEDENMANN, 2001). A razão de encapsulação 

para essa combinação hospedeiro-parasitóide pode chegar a zero e a emergência do 

parasitóide alcança mais de 75% em lagartas no início do 4º instar (ALLEYNE; 

WIEDENMANN; DIAZ, 2001). 

Esferas plásticas sintéticas, tipo Sephadex (SIGMA-Chemical Company), são 

muito utilizadas em estudos da resposta imune para a avaliação do processo de 

encapsulação, por apresentarem características que permitem seu reconhecimento 

como agente estranho pelo sistema imune dos insetos, através dos receptores 

responsáveis nas células granulares, e superfície que permite a sua permanência em 
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circulação, sem que ocorra sua fixação aos tecidos do hospedeiro, circulando assim 

livremente na hemocele (LAVINE; STRAND, 2001; HU; ZHU; FU, 2003). 

Uma vez a cápsula formada, o invasor exibe sinais como citólise ou melanização. 

Muitos fatores, incluindo asfixia, produção de quinonas tóxicas, via cascata de 

profenoloxidase, produção de oxigênio e nitrogênio reativos e peptídeos 

antibacterianos, são relacionados como agentes responsáveis pela morte do organismo 

(GILLESPIE; KANOST; TRENCZEC, 1997; CHAPMAN, 1998; NAPPI et al., 2000). 

Injúrias mecânicas ou a presença de agentes estranhos, como parasitóides e 

microrganismos, resultam em deposição de melanina ao redor do tecido danificado ou 

do objeto introduzido. A melanina oferece proteção física e previne ou retarda o 

crescimento do invasor. Durante sua formação, é produzida uma substância 

intermediária, altamente tóxica, a quinona. A forma ativa da enzima fenoloxidase (PO) é 

responsável por essa atividade, constituindo um dos mais importantes componentes do 

sistema de defesa. A fenoloxidase faz parte de uma cascata enzimática ativada pelos 

granulócitos através da liberação de fatores sinalizadores, acarretando a síntese de 

proteínas que aumentam a aderência dos plasmatócitos ao invasor e intensificam a 

liberação por outros granulócitos. Por meio da ativação através de proteólise por serina 

proteinases, a PO catalisa a oxigenação dos monofenóis e a oxidação de o-difenóis a o-

quinonas nas etapas iniciais da via de formação da melanina (SÖDERHÄLL, 1982; 

CERENIUS; SÖDERHÄLL, 2004). Outra função das fenoloxidases é a de endurecer a 

cutícula através de reações de esclerotização, bloqueando assim a invasão por 

entomopatógenos. A profenoloxidase está presente na hemolinfa, plasma e/ou 

hemócitos, mas também ocorre na cutícula e nas células epiteliais do intestino médio 

(GILLESPIE; KANOST; TRENCZEC, 1997). 

As espécies reativas de oxigênio (ROI) e nitrogênio (RNI) são produzidas, 

principalmente, pelas células fagocíticas e são moléculas que apresentam efeito 

citotóxico, capazes de destruir microrganismos. Elas são produzidas como resultado de 

interações ligante-receptor, sendo mediadas em parte pela NADPH-oxidase, no caso 

das ROI, ou pela óxido nítrico sintase (NOS), no caso das RNI. A NADPH-oxidase, 

presente na membrana do fagócito, reduz o oxigênio para formar o ânion superóxido 

(O2
-), o que pode aumentar a concentração de radicais hidroxila (OH), ácido hipocloroso 
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(HClO) e peróxido de hidrogênio (H2O2). As RNI são derivadas do óxido nítrico (NO), e 

levam os microrganismos à morte por danificar componentes essenciais, como DNA, 

lipídios e proteínas (GABIG; BABIOR, 1981; FANG, 1997). 

Estudos realizados por Nappi et al. (1995) e Nappi e Vass (1998) foram 

direcionados à identificação de moléculas citotóxicas produzidas por Drosophila 

melanogaster. Elevados níveis do ânion superóxido (O2
-) e H2O2 foram encontrados em 

larvas imuno–reativas. A produção elevada desses reativos intermediários coincide com 

o recrutamento, agregação e adesão no sítio específico de um grande número de 

hemócitos que formam cápsulas melanizadas ao redor de ovos do parasitóide 

Leptopilina boulardi. Os hemócitos foram identificados como fonte do O2
- e H2O2; porém, 

o papel proposto para esses intermediários na resposta imune está relacionado à 

formação das moléculas citotóxicas citadas acima. Dessa maneira, Nappi et al. (2000) 

investigaram se o óxido nítrico (NO) seria a molécula efetora na interação com O2
- ou 

H2O2 para iniciar a atividade citotóxica, avaliando o papel do NO na resposta imune. Foi 

detectado aumento da produção de NO nos hospedeiros imuno-reativos, fornecendo 

evidências que os reativos intermediários fazem parte do arsenal citotóxico empregado 

na defesa contra invasores.   

Na resposta imune de mamíferos, entre os radicais nitrogenados, o óxido nítrico 

é conhecido pela sua atividade antimicrobiana, matando microrganismos por 

nitrosilação, nitratação e oxidação de componentes microbianos essenciais (DNA, 

lipídeos e proteínas) (FANG, 1997).  

 

2.4 Regulação hospedeira 
 

Os parasitóides desenvolveram uma variedade de estratégias para explorar 

eficientemente o hospedeiro, permitindo a colonização do mesmo (inibição da resposta 

imune) e a manipulação da fisiologia do hospedeiro (adequação hospedeira) (DAVIES; 

VINSON, 1986). 

A regulação hospedeira deve ser iniciada com a manipulação do sistema imune 

do hospedeiro, permitindo o estabelecimento dos parasitóides imaturos no interior do 

hospedeiro. As formas de regulação do sistema imune envolvem mecanismos passivos 
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e ativos. Os mecanismos passivos incluem o desenvolvimento em regiões que os 

protejam do processo de encapsulação, como nos ectoparasitóides, desenvolvimento 

em hospedeiros que ainda não apresentam sistema imune desenvolvido, como nos 

ovos, ou ainda possuir superfície que impeça o reconhecimento pelo sistema imune do 

hospedeiro, como ovos de Cotesia rubecula, cuja composição superficial os mantém 

indetectáveis pelo sistema imune do hospedeiro (DAVIES; VINSON, 1986; ASGARI; 

SCHMIDT, 1994; HAYAKAWA; YAZAKI, 1997). 

Além dos meios passivos de proteção, o parasitóide pode introduzir vírus ou 

partículas semelhantes a vírus que suprimem o sistema imune do hospedeiro. Assim 

como as partículas virais, fluídos provenientes da glândula de veneno são injetados no 

hospedeiro durante a oviposição, também apresentando ação sobre o sistema imune 

(ASGARI et al., 2003). 

Parasitóides de algumas famílias de Hymenoptera, principalmente Braconidae, 

Scelionidae e Platygasteridae, liberam células após sua eclosão no hospedeiro. Essas 

células são originadas da dissociação da membrana serosa que envolve o embrião do 

parasitóide e passam a ser chamadas por teratócitos. Teratócitos parecem 

desempenhar funções múltiplas, dependendo da associação hospedeiro-parasitóide, 

como a síntese de moléculas que regulam o desenvolvimento do hospedeiro, enzimas 

que auxiliam na exploração do hospedeiro, síntese e acúmulo de substâncias tróficas, 

além de sua função imunossupressora tardia (DAHLMAN, 1991). 

 Os efeitos dos fatores associados ao parasitismo também incluem a modificação 

na resposta hemocítica (contagem total e diferencial de hemócitos), assim como a 

alteração no comportamento e morfologia dessas células. Esses aspectos foram 

investigados em vários graus em endoparasitóides onde tanto a proteção do ovo, como 

da larva, sendo crucial para a sobrevivência do parasitóide (STETTLER et al., 1998). 

 Após ser garantida a invasão do hospedeiro, o parasitóide deve torná-lo 

adequado ao seu próprio desenvolvimento. Para que o hospedeiro responda às 

exigências nutricionais do parasitóide em desenvolvimento, vários aspectos do 

metabolismo, fisiologia e comportamento do hospedeiro são regulados. Essa regulação 

ocorre pela alteração na síntese e liberação de proteínas, atividade metabólica e/ou 

regulação dos níveis de hormônio juvenil e ecdisteróides, que são os dois principais 
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hormônios responsáveis pela regulação do crescimento, desenvolvimento, metamorfose 

e reprodução dos insetos (BECKAGE; GELMAN, 2004). 

 Nesse processo de regulação, parasitóides alteram a distribuição de nutrientes 

do hospedeiro, permitindo que os mesmos sejam utilizados para o seu consumo 

próprio, ao invés de serem utilizados no desenvolvimento de estruturas corporais e 

metabolismo básico do hospedeiro (VINSON; PENNACCHIO; CÔNSOLI, 2001). Assim, 

parasitóides induzem mudanças na composição bioquímica da hemolinfa do hospedeiro 

visando adequar a qualidade nutricional do mesmo ao seu desenvolvimento larval. 

Essas alterações bioquímicas refletem a manipulação das vias metabólicas do 

hospedeiro, assim como a sua habilidade de induzir a síntese de proteínas específicas 

do parasitismo e, até mesmo, produzir proteínas que podem ser utilizadas como recurso 

nutricional para o seu próprio desenvolvimento larval (KADONO-OKUDA; WEYDA; 

OKUDA, 1998; WEAVER et al., 2001; VINSON; PENNACCHIO; CÔNSOLI, 2001; 

BECKAGE; GELMAN, 2004; CÔNSOLI et al., 2005; SALVADOR; CÔNSOLI, 2008). 

A regulação do hospedeiro é obtida pela utilização de um arsenal de moléculas e 

simbiontes que podem estar associadas às fêmeas parasitóides, como as secreções do 

ovário, venenos e vírus simbiontes, além dos produtos derivados do imaturo, como os 

teratócitos e as secreções oriundas da própria larva do parasitóide (BECKAGE; 

GELMAN, 2004). 
 

2.5 Ação do polidnavírus (PDV), veneno e teratócitos 
 

Parasitóides produzem secreções que apresentam diversos componentes 

biologicamente ativos que auxiliam no condicionamento do hospedeiro para benefício 

do desenvolvimento de sua progênie (ABT; RIVERS, 2007). 

Os vírus simbiontes são partículas endógenas contendo um filamento duplo de 

DNA, sendo denominados polidnavírus devido ao seu genoma polidisperso. Ocorrem 

em parasitóides da superfamília Ichneumonoidea, principalmente em algumas 

subfamílias de Braconidae e Ichneumonidae, dividindo associação de mutualismo 

obrigatório, sem efeitos deletérios ao parasitóide. Esses vírus são produzidos nas 

células do cálice de fêmeas e liberados para o lúmen do cálice, seguindo juntamente 
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com o ovo do parasitóide para o interior do hospedeiro no momento do parasitismo. 

Uma vez no hospedeiro, infectam diversos tipos celulares e expressam um 

complemento de genes virais específicos. Os polidnavírus, sozinhos ou em conjunto 

com outros fatores, suprimem a resposta imune do hospedeiro e alteram seu 

desenvolvimento (BECKAGE, 1998; WEBB, 1998; TURNBULL; WEBB, 2002). 

Como os PDVs, as proteínas do veneno começam a ser produzidas durante o 

estágio pupal. O veneno é produzido em um par de glândulas especializadas e 

armazenado em um reservatório em forma de bolsa. O tubo do reservatório é anexado 

à parte terminal do oviduto, onde o veneno e os fluidos do cálice são injetados 

separadamente no hospedeiro no momento da oviposição. Evidências sugerem que em 

muitos sistemas hospedeiro-parasitóide, veneno e PDVs atuam independentemente, 

mas há relatos da ação sinérgica de ambos na regulação hospedeira. Em outros casos, 

o veneno é essencial para que o PDV desempenhe suas atividades (NUSSBAUMER; 

STRADNER; SCHOPF, 2002; ASGARI, 2006).   

O veneno pode atuar na regulação do desenvolvimento do hospedeiro através da 

interferência no sistema endócrino, da indução de efeitos citotóxicos às células de 

defesa ou da potencialização da ação de outras substâncias derivadas do sistema 

reprodutivo do parasitóide. Em muitas associações, os efeitos do veneno no sistema 

endócrino são frequentemente difíceis de serem dissociados daqueles causados por 

outros fatores maternos (PDV, teratócitos e proteínas ovarianas) ou da presença da 

progênie do parasitóide (WEAVER et al., 2001).  

Asgari et al. (2003) descreveram o isolamento de uma proteína do veneno 

(Vn50) do parasitóide Cotesia rubecula, a qual interfere na cascata proteolítica que, sob 

circunstâncias normais, conduziria à ativação da profenoloxidase e formação de 

melanina. A inibição da melanização pela Vn50 ocorre possivelmente pela sua 

similaridade estrutural à enzima homóloga a serina proteinase (SPH), competindo com 

as SPHs pelos sítios de ligação das imunolectinas e profenoloxidase, evitando, assim, a 

ativação desse complexo. 

Li et al. (2007) investigaram a função do veneno e proteínas ovarianas de 

Macrocentrus cingulum, um endoparasitóide poliembriônico, na imunossupressão de 

Ostrinia furnacalis, na ausência de seu PDV. O estudo mostrou que as proteínas 
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ovarianas podem auxiliar os ovos depositados a escapar da encapsulação tanto in vivo 

como in vitro. No entanto, esses dois fatores não suprimiram a dispersão e viabilidade 

dos hemócitos. 

A ação do veneno também foi estudada em parasitóides com diferentes 

estratégias de desenvolvimento. Marris et al. (1999) investigaram o papel do veneno de 

Pimpla hypochondriaca (Hymenoptera: Ichneumonidae) na supressão da imunidade de 

pupas de Lacanobia oleracea L., e relataram aumento na susceptibilidade à infecção 

microbiana após a injeção do veneno. Além disso, ovos implantados em pupas tratadas 

com veneno não foram encapsulados, sendo ainda observadas alterações no padrão de 

troca de gases do inseto, indicando que a redução da eficiência do sistema imune pode 

ser decorrente de alterações induzidas no metabolismo do hospedeiro.  

 Foi detectado que o veneno do ectoparasitóide Nasonia vitripennis 

(Hymenoptera: Pteromalidae) apresenta atividade semelhante à da enzima 

fenoloxidase. Nesse caso, a ocorrência dessa enzima no veneno de parasitóides estaria 

relacionada à indução de morte celular, causando, em testes in vitro, rompimento da 

integridade da membrana plasmática, inchaço e posteriormente a morte celular de 

hemócitos (ABT & RIVERS, 2007). 

Lavine e Beckage (1996) verificaram que a resposta imune celular foi afetada 

apenas transitoriamente no sistema Manduca sexta-Cotesia congregata. Investigaram 

também como a larva de último instar do parasitóide conseguiria escapar dessa 

recuperação na ausência dos efeitos imunossupressivos do PDV. Para isso, 

transferiram larvas do hospedeiro parasitado, para um não-parasitado e o 

acompanharam até a emergência. A resposta de encapsulação foi avaliada após 

injeção de esferas de Sephadex A-25, sendo encontradas fortes evidências de que a 

habilidade do parasitóide em evitar a resposta imune necessita do PDV durante os 

estágios iniciais do parasitismo, enquanto que as larvas em estágio avançado de 

desenvolvimento utilizam outros mecanismos.   

Stettler et al. (1998) investigaram a influência do parasitismo de Chelonus 

inanitus e seu polidnavírus/veneno na morfologia, contagem diferencial, ultraestrutura e 

comportamento de dispersão dos hemócitos e atividade de encapsulação em seu 

hospedeiro Spodoptera littoralis. Foi demonstrado que o parasitismo ou 
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polidnavírus/veneno não anulam o comportamento de dispersão dos plasmatócitos nem 

alteram os tipos e a morfologia ultraestrutural das células de defesa do hospedeiro. 

Além disso, o hospedeiro foi capaz de encapsular esferas de látex, mas não a larva do 

parasitóide, indicando que a reação de encapsulação não é suprimida, mas que o 

reconhecimento da larva do parasitóide e/ou da ativação subseqüente do sistema 

imune celular não ocorre. Dessa maneira, os autores não encontraram indícios de 

supressão do sistema imune celular nesse parasitóide, mostrando que a larva deve 

estar protegida da encapsulação por meios específicos, não associados com a 

supressão do sistema imune do hospedeiro. Contudo, a mistura de PDV e veneno 

fornece proteção à larva do parasitóide, uma vez que larvas implantadas no hospedeiro, 

na ausência de secreções, foram encapsuladas.   

Um outro exemplo da ação do polidnavírus e veneno pode ser ilustrado pelo 

estudo realizado por Nakamatsu et al. (2001) no sistema Cotesia kariyai - Pseudaletia 

separata.  Foram avaliadas as mudanças fisiológicas causadas pela injeção do fluido do 

cálice (polidnavírus) mais veneno (C+V) em hospedeiros não-parasitados. A injeção de 

C+V em hospedeiros não-parasitados duplicou os efeitos do parasitismo, isto é, 

aumentou a digestibilidade aproximada (DA) e diminuiu a eficiência de conversão do 

alimento digerido (ECD). Além disso, as injeções de C+V elevaram as concentrações 

de trealose em hospedeiros não-parasitados de 7 a 10 dias após a injeção (segundo 

estádio da larva de C. kariyai), indicando que a disponibilização dos nutrientes 

necessários ao crescimento do parasitóide imaturo na hemolinfa do inseto hospedeiro 

também é afetada pela ação do complexo vírus-veneno.  

Diversos estudos demonstraram que alguns PDVs somente atuam com eficácia 

quando acompanhados por proteínas do veneno. Dessa maneira, Zhang et al. (2004) 

estudaram os constituintes do veneno que facilitam a infecção pelo PDV e/ou a sua 

expressão gênica. Os autores relataram que o peptídeo Vn 1.5, isolado do veneno de 

Cotesia rubecula, foi necessário a expressão de genes do bracovírus CrBVs em 

hemócitos do hospedeiro, Pieris rapae, embora o mesmo não mostrou ser essencial 

para a entrada de CrBV em células do hospedeiro. O estudo revelou que na ausência 

do Vn1.5 ou proteínas totais do veneno, a transcrição de genes do CrBV não foi 

detectada e o comportamento dos hemócitos não foi alterado, apesar de sua infecção. 
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Esses resultados indicam que os componentes do veneno são exigidos para a 

expressão de genes do CrBV nas células do hospedeiro após sua infecção.  

  No sistema Tranosema rostrale (Hymenoptera: Ichneumonidae) - Choristoneura 

fumiferana (Lepidoptera: Tortricidae) foi observado o prolongamento do período de 

desenvolvimento, chegando a dobrar a duração no 6º instar, além de redução no 

crescimento e produção de fezes da larva. Injeção dos fluidos do cálice do parasitóide 

no hospedeiro resultou em atraso no desenvolvimento, equivalente ao observado em 

larvas naturalmente parasitadas e, em alguns hospedeiros, a completa supressão da 

pupação (DOUCET; CUSSON, 1996ab). 

Além da ação do veneno e vírus simbiontes, que podem atuar na inativação do 

sistema imune e regulação do desenvolvimento do hospedeiro, parasitóides também 

contam com a participação dos teratócitos no processo de regulação hospedeira. Os 

teratócitos permanecem na hemolinfa do hospedeiro durante o desenvolvimento larval 

do parasitóide, sofrendo hipertrofia acentuada devido ao processo de divisão nuclear. 

Essas células apresentam atividade sintética acentuada e o seu produto de secreção 

pode servir como nutriente para sustentar o desenvolvimento do parasitóide imaturo e 

também atuar na regulação do desenvolvimento e crescimento do hospedeiro 

(STRAND; WONG, 1991; DAHLMAN; VINSON, 1993; OKUDA; KADONO-OKUDA, 

1995; WEBB; RANA; DAHLMAN, 2001, BELL et al., 2004). 

No sistema Pseudaletia separata - Cotesia kariyai, os teratócitos novos (retirados 

após quatro dias de parasitismo) parecem ter um papel na prevenção da encapsulação, 

impedindo a ação dos hemócitos do hospedeiro. Agem conjuntamente com o fluido do 

cálice e o veneno, já que a encapsulação foi impedida somente quando os três produtos 

do parasitóide foram injetados em hospedeiros não-parasitados. Em hospedeiros 

parasitados em estágio tardio, a atividade da fenoloxidade foi reduzida e um inibidor da 

enzima foi detectado nos teratócitos. Além disso, os teratócitos, mas não o fluido do 

cálice nem o veneno, reduziram a atividade da enzima em experimentos in vitro. 

Conseqüentemente, foi levantada a hipótese de que os teratócitos sozinhos podem 

impedir a encapsulação neste estágio, suprimindo a atividade da fenoloxidase 

(KITANO; WAGO; ARAKAWA, 1990). 
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Nussbaumer, Stradner e Schopf (2002) avaliaram o efeito no crescimento e 

desenvolvimento de Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae) após a injeção 

isolada dos diferentes fatores associados ao parasitóide braconídeo Glyptapanteles 

porthetriae. O veneno sozinho não apresentou qualquer efeito no desenvolvimento do 

inseto, enquanto que o fluido do cálice afetou significativamente o crescimento do 

hospedeiro. Porém, o efeito mais similar ao parasitismo natural foi o da injeção dos 

ovos do parasitóide no hospedeiro. 

Os mecanismos pelos quais PDV e teratócitos inibem o crescimento e o 

desenvolvimento do hospedeiro pode representar a exploração de sítios-alvo de 

regulação em um programa de desenvolvimento conservado. Endoparasitóides devem 

superar as defesas dos hospedeiros e de suas redes reguladoras, tornando isso 

possível através da introdução de proteínas codificadas por genes derivados de PDV e 

teratócitos ao longo do desenvolvimento do parasitóide e regulação da fisiologia do 

hospedeiro (WEBB; RANA; DAHLMAN, 2001).    

 

2.6 Interações hormonais hospedeiro-parasitóide 
 

Os dois grupos hormonais mais importantes responsáveis pela regulação do 

crescimento, desenvolvimento, metamorfose e reprodução em insetos são os 

ecdisteróides, produzidos pelas glândulas protorácicas, e o hormônio juvenil (HJ), 

produzido pelos corpora allata. Os neurohormônios sintetizados por células 

neurossecretoras localizadas em diversos órgãos dos insetos, como cérebro e intestino, 

por exemplo, regulam a produção e liberação do HJ e ecdisteróides e também atuam na 

ativação e inibição da atividade de órgãos-alvo do hospedeiro. A manipulação da 

fisiologia do hospedeiro realizada pelos parasitóides ocorre em grande parte através da 

alteração na síntese, liberação, metabolismo e ação desses hormônios (EDWARDS; 

WEAVER; MARRIS, 2001; BECKAGE; GELMAN, 2004).   

Em larvas sadias de Lepidoptera, os níveis de HJ são altos durante o início do 

desenvolvimento larval e caem no último instar, quando a larva alcança o tamanho 

crítico para o início da metamorfose. Então ocorre um pico de liberação de ecdisteróide 

na ausência do HJ e o inseto inicia a fase de muda e início da metamorfose. A presença 
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do parasitóide pode alterar drasticamente essa situação e a metamorfose pode ser 

induzida precocemente ou pode ser completamente suprimida (NIJHOUT; WILLIAMS, 

1974; JONES, 1985; GILBERT; GRANGER; ROE, 2000). 

Wani et al. (1997) observaram que Apanteles galleriae (Hymenoptera: 

Braconidae), quando parasita Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae), leva à 

expressão precoce do comportamento pré-metamórfico no penúltimo instar do 

hospedeiro, antes da emergência do parasitóide. Essa alteração comportamental é 

devida à elevação dos níveis de ecdisteróides no 6º instar, com concomitante redução 

da atividade das esterases que degradam o hormônio juvenil, permitindo alterações 

comportamentais sem a mudança para o estágio pupal. 

Diversos trabalhos demonstraram que os parasitóides liberam na hemolinfa do 

hospedeiro ecdisteróides e HJ, ajustando os níveis desses hormônios a fim de 

satisfazer suas próprias necessidades. Dentre eles está o estudo desenvolvido por Cole 

el al. (2002), que demonstraram que C. congregata libera HJ III (forma comumente 

encontrada em muitos insetos) tanto in vivo como in vitro. A manutenção de 

concentrações elevadas do HJ, em conjunto com a redução na atividade das HJ 

esterases, é uma combinação importante no controle do desenvolvimento do 

hospedeiro. 

Em hospedeiros parasitados por Cotesia spp., os efeitos endócrinos se tornam 

evidentes no último instar do hospedeiro, quando os sintomas da metamorfose são 

suprimidos. No sistema M. sexta - C. congregata, o peso do hospedeiro excede o valor 

normalmente atingido para início da metamorfose, antes da saída dos imaturos do 

parasitóide do corpo do hospedeiro. Como resultado, o hospedeiro tem seu 

desenvolvimento interrompido e vive por muitos dias em um estado de pós-emergência, 

sem se alimentar antes de morrer, duas ou três semanas após a saída do parasitóide. 

Lagartas sadias injetadas com PDV alcançam peso elevado e então morrem como 

larvas pré-metamórficas ou um intermediário entre larva e pupa, sugerindo que os 

níveis de HJ na hemolinfa permanecem altos suficientemente para suprimir a 

metamorfose (DUSHAY; BECKAGE, 1993; BECKAGE et al., 1994; ALLEYNE; 

BECKAGE, 1997).   
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Marris et al. (2001) verificaram que o veneno do ectoparasitóide Eulophus 

pennicornis (Hymenoptera: Eulophidae) é capaz de interromper a produção de 

ecdisteróides de Lacanobia oleraceae (Lepidoptera: Noctuidae) através da regulação da 

atividade da glândula protorácica, que perde a habilidade em responder à sinalização 

para a produção do hormônio. 

Os produtos do parasitóide injetados nos hospedeiros são surpreendentemente 

eficientes e apresentam modos de ação peculiares, sendo utilizados com o objetivo de 

proporcionar ao parasitóide uma forma bem sucedida de completar seu 

desenvolvimento.  A injeção de veneno, fluidos do cálice contendo PDV e a presença 

de teratócitos podem ser as fontes de moléculas reguladoras que ajustam o sistema do 

hospedeiro, suprimindo sua resposta imune e controlando seu desenvolvimento. A 

identificação e caracterização dessas moléculas reguladoras permitirão que as mesmas 

sejam direcionadas ao desenvolvimento de tecnologias que permitam sua utilização 

aplicada ao controle de pragas (BECKAGE; GELMAN, 2004).        
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Criação de D. saccharalis e C. flavipes 
 

Lagartas de Diatraea saccharalis foram criadas em dieta à base de farelo de soja 

e germe de trigo (MACEDO et al., 1983), seguindo técnicas assépticas de criação de 

insetos descritas por Parra (1999). Lagartas recém-eclodidas foram colocadas em tubos 

de vidro (8,5 cm de altura x 2,5 cm de diâmetro) e mantidas em sala climatizada (25 

±2oC, 60±10% UR e 14 h de fotofase). Parte das lagartas foi removida dos tubos de 

criação após 15 dias de desenvolvimento para o seu parasitismo por Cotesia flavipes. 

Logo após o parasitismo, as lagartas foram transferidas para placas plásticas (5 cm de 

diâmetro) contendo dieta de realimentação (semelhante a dieta de alimentação, exceto 

pela adição de ácido acético e remoção dos sais de Wesson)  para o desenvolvimento 

do parasitóide e acondicionadas em câmaras climatizadas (28±2oC, 70±10% UR e 14 h 

de fotofase). Após o término do desenvolvimento larval do parasitóide, as massas de 

casulos, contendo as pupas de C. flavipes, foram removidas e transferidas para 

recipientes limpos de criação para a emergência e acasalamento dos adultos. Os 

adultos foram alimentados com solução aquosa de mel a 50% para manutenção da 

criação do parasitóide.  

As lagartas de D. saccharalis que não foram utilizadas na manutenção da 

população do parasitóide foram mantidas nas condições acima descritas para a 

manutenção da população do hospedeiro. 

Para os experimentos realizados, o desenvolvimento das lagartas foi 

sincronizado para se evitar variações devido à desuniformidade no desenvolvimento do 

hospedeiro, sendo empregadas apenas lagartas no início do 6º instar (0-12h após a 

muda).  
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3.2 Efeito das secreções associadas ao aparelho reprodutor de fêmeas de C. 
flavipes no crescimento e desenvolvimento de D. saccharalis  

 

 3.2.1 Coleta de veneno e fluidos do cálice 
 

Amostras de veneno e fluidos do cálice + vírus simbiontes associados a C. 

flavipes foram obtidos isoladamente, após a dissecação de fêmeas de 1-2 dias de idade 

desse parasitóide. Fêmeas recém-emergidas foram mantidas em recipientes contendo 

solução aquosa de mel até a sua dissecação para a obtenção do reservatório de 

veneno e retirada da região do cálice do ovário.  

Para a obtenção do reservatório de veneno e região do cálice, as fêmeas foram 

imersas em tampão anticoagulante (98 mM NaOH, 0,15 M NaCl e 1,7 mM EDTA em pH 

4,5) (HOTTA; OKUDA; TANAKA, 2001) e o aparelho reprodutor inteiramente removido 

com auxílio de um par de pinças. Após a retirada do aparelho reprodutor intacto do 

interior do abdome das fêmeas, os reservatórios de veneno foram coletados e 

transferidos para lâminas de vidro contendo 5 µl de solução tampão, mantidas sobre 

gelo.  

O fluido do cálice também foi obtido após a retirada do aparelho reprodutor, 

assim como descrito acima. Os cálices foram removidos do restante do aparelho 

reprodutor e transferidos para lâminas de vidro com 100 µl de solução tampão, 

rompidos com auxílio de agulha hipodérmica e o conteúdo celular removido após 

filtragem em membrana Millipore de 45 µm acoplada a uma seringa descartável (1 ml). 

O material filtrado foi coletado em tubos de centrífuga (1,5 ml) sendo o volume final 

ajustado para a concentração de uma fêmea equivalente/5 µl de solução. Tanto o 

veneno como os fluidos do cálice foram utilizados imediatamente após a coleta. 

 

3.2.2 Efeito do veneno e fluidos do cálice no desenvolvimento do hospedeiro 

 
Os produtos do parasitóide selecionados para a verificação do seu efeito no 

desenvolvimento do hospedeiro foram injetados em lagartas de 6º instar (0-12 h), 

selecionadas como descrito no item 3.1. Essas lagartas tiveram o seu peso inicial 
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determinado e foram injetadas com o auxílio de micro-agulhas produzidas a partir do 

aquecimento e distensão de capilares de vidro. A região apical do capilar foi lixada de 

forma a produzir um ápice em forma de bisel para facilitar a penetração da mesma pela 

região membranosa da cutícula larval. Larvas selecionadas de D. saccharalis foram 

injetadas com 5 µl de solução tampão contendo os produtos derivados de C. flavipes a 

serem testados, sempre na concentração equivalente a 1 fêmea do parasitóide, 

resultando nos seguintes tratamentos: i) veneno, ii) fluidos do cálice+vírus e iii) veneno+ 

fluidos do cálice+vírus. Como controle negativo, lagartas de D. saccharalis foram 

injetadas apenas com 5 µl de solução tampão, sendo utilizados dois controles positivos; 

i) lagartas parasitadas por C. flavipes e ii) lagartas parasitadas por C. flavipes 

irradiadas, para que pudesse ser observado apenas o efeito das secreções 

(veneno+fluido do cálice+vírus) do parasitóide no desenvolvimento do hospedeiro. 

Fêmeas de C. flavipes foram esterilizadas após exposição de pupas desse parasitóide à 

fonte de radiação 60Co (Gamacell 220), na dose de 75Gy. Essa dose de 60Co permitiu o 

completo desenvolvimento da pupa e a emergência do adulto, sem comprometer as 

funções necessárias ao parasitismo, mas resultando na completa esterilização dos 

adultos. A eficiência do processo de esterilização foi verificada dissecando-se amostras 

de larvas parasitadas por essas fêmeas para constatar a eclosão e o desenvolvimento 

larval.  

Após o parasitismo ou injeção dos diferentes produtos derivados do parasitóide 

nas lagartas de D. saccharalis, as mesmas foram individualizadas em placas plásticas 

(5 cm de diâmetro) contendo dieta de realimentação e acondicionadas em câmaras 

climatizadas (28±2oC, 70±10% UR e 14 h de fotofase). As lagartas foram pesadas 

diariamente em balança de precisão (Bel Engineering), sendo o efeito do parasitismo e 

das substâncias injetadas verificadas pela observação do ganho médio diário de 

peso/lagarta, peso máximo acumulado, período de desenvolvimento larval, 

sobrevivência larval e porcentagem de pupas deformadas. As lagartas foram 

observadas até a sua morte, pupação ou emergência do parasitóide, ou pelo período 

máximo de observação de 30 dias. Cada tratamento contou com pelo menos 30 

repetições, sendo cada lagarta considerada como uma repetição. Lagartas que 
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morreram logo após a injeção foram eliminadas, assumindo-se a sua ocorrência a 

problemas no procedimento de injeção. 

 

3.3 Efeito do parasitismo por C. flavipes na resposta imune de D. saccharalis 

   

3.3.1 Resposta celular - Contagem total de hemócitos 
 

Para avaliação do efeito do parasitismo na contagem total de hemócitos de 

lagartas de D. saccharalis, após a higienização superficial do inseto, uma de suas falsas 

pernas foi removida e 10 µl de hemolinfa foi coletada com auxílio de micropipeta e 

colocada em tubo de centrífuga (1,5 ml) refrigerado, contendo 90 µl de tampão 

anticoagulante (98 mM NaOH, 0,15 M NaCl e 1,7 mM EDTA, pH 4,5). A amostra foi 

agitada e uma alíquota transferida para contagem do número de células em câmara de 

Neubauer (Boeco Germany), sob microscópio ótico (Axiostar Plus, Zeiss) acoplado ao 

sistema de captura e análise de imagens Motic Image Advanced 3.2 (Motic China 

Group Co., Ltd). 

A contagem total do número de hemócitos foi conduzida ao longo do 

desenvolvimento do parasitóide, amostrando-se as células em seis intervalos após o 

parasitismo (0, 1, 3, 5, 7 e 9 dias após o parasitismo). Lagartas controle no mesmo 

estágio de desenvolvimento fisiológico foram amostradas nos mesmos intervalos para a 

contagem do número de células no inseto sadio. Foram utilizadas 7 lagartas para cada 

intervalo amostral para cada tratamento, sendo cada lagarta considerada como uma 

repetição. 
  

3.3.2 Resposta celular – Encapsulação 
 

O efeito do parasitismo na capacidade de encapsulação in vivo dos hemócitos do 

hospedeiro foi testado utilizando-se de esferas sintéticas de 40 a 120 µm (Sephadex G-

200-120) como agente invasor (LAVINE; BECKAGE, 1996; RICHARDS; EDWARDS, 

2002). As esferas a serem utilizadas foram incubadas em etanol 70% por 10 min e 

lavadas quatro vezes em 100x o seu volume em tampão fosfato estéril (PBS) (200 mM 
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de fosfato de sódio e 150 mM de NaCl, pH 7.0) (YOSHIGA; TOJO, 2001), antes de 

serem utilizadas para injeção no hospedeiro. As esferas foram então ressuspensas em 

volume adequado de tampão fosfato para se atingir a concentração de 

aproximadamente 3 esferas/µl, sendo cada lagarta injetada com 5 µl da solução, ou 

seja, 15 esferas.  

O experimento foi separado em dois tratamentos distintos, lagartas controle e 

lagartas parasitadas, ambas injetadas com as esferas e mantidas em câmaras 

climatizadas (28±2oC, 70±10% UR e 14 h de fotofase). A capacidade de encapsulação 

foi avaliada em diferentes estágios do desenvolvimento do parasitóide, sendo as 

lagartas injetadas com 0, 1, 3, 5, 7 e 9 dias após o parasitismo, e a encapsulação 

avaliada 24 h após a injeção das mesmas. A encapsulação foi avaliada após 

higienização superficial das lagartas pela imersão em álcool 70% por 10 min e lavagem 

em água destilada. As lagartas foram então dissecadas em solução tampão 

anticoagulante, tendo a sua cavidade hemocélica lavada com o mesmo tampão para a 

recuperação das esferas. As esferas de Sephadex injetadas foram localizadas em 

microscópio ótico invertido (Motic), acoplado ao sistema de captura e análise de 

imagens Motic Image Advanced 3.2 (Motic China Group Co., Ltd). As imagens 

capturadas foram analisadas e a resposta celular medida pelo número de hemócitos ou 

camadas celulares aderidas à superfície da esfera. Foram assim classificados: i) 

ausência de resposta celular quando não ocorria aderência de células às esferas, ii) 

adesão de 1 a 10 células, iii) 11 a 100 células, iv) 101 a menos de uma camada e v) 

uma ou mais camadas celulares. Foram utilizados cinco indivíduos para cada 

tratamento em cada período amostral, totalizando 60 lagartas avaliadas. 

 

3.3.3 Resposta humoral - Atividade das fenoloxidases (PO) 
 

Para o preparo da amostra de plasma para condução desse ensaio, os insetos 

foram higienizados superficialmente com etanol 70% e uma de suas falsas pernas foi 

removida com auxílio de tesoura oftalmológica e a hemolinfa extravasada foi coletada 

em tubo de centrífuga mantido em gelo, com auxílio de uma micropipeta. A amostra foi 

centrifugada (Eppendorf Centrifuge 5417 R) imediatamente após a coleta (2.580g por 5 
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min a 4º C) e 1 µl do sobrenadante, correspondente ao plasma, foi coletado em 49 µl de 

tampão anticoagulante e armazenado a -20oC para a posterior determinação da 

concentração de proteína da amostra. O restante do sobrenadante foi coletado e 

utilizado para a determinação da atividade das fenoloxidases. A atividade das 

fenoloxidases foi determinada adicionando-se 10 µl de plasma a 990 µl de 5 mM de L-

DOPA (3,4-dihidroxi-DL-fenilalanina) (substrato das fenoloxidases), em tampão 

cacodilato (10 mM de cacodilato de sódio, 5mM de CaCl2, pH 7,0). As amostras foram 

misturadas brevemente e a atividade foi avaliada medindo-se o produto da reação em 

espectrofotômetro BioMate3 (Thermo Electron Corporation), a 490 nm. As medidas 

foram realizadas a intervalos de 5 min por 2 h, período no qual a velocidade da reação 

foi proporcional à concentração da enzima. Para o branco foram adicionados 10 µl de 

tampão PBS (10 mM de fosfato de sódio, pH 8,0, 0,9% (p/v) de NaCl) aos 990 µl de L-

DOPA. A atividade das fenoloxidases de lagartas de D. saccharalis foi expressa em 

unidades de absorbância lidas a 490 nm por mg de proteína na amostra. 

A concentração de proteínas na amostra foi determinada através de teste 

colorimétrico, utilizando-se de produto comercial (Coomassie Brilliant Blue BG-250), 

baseado no teste de Bradford (1976). As amostras (50 µl) foram misturadas a 1500 µl 

do reagente, agitadas vigorosamente em vórtex e a absorbância a 595 nm foi lida 

imediatamente. Albumina de soro bovino foi utilizada para a determinação da curva-

padrão.  

 As lagartas utilizadas como controle e aquelas parasitadas foram amostradas 

após 1, 3, 5, 7 e 9 dias da data do parasitismo. Cada tratamento contou com cinco 

repetições (1 lagarta = 1 repetição) por período amostral. 

 

3.3.4 Resposta humoral - Dosagem de óxido nítrico 
 

 Lagartas controle e parasitadas de D. saccharalis, preparadas como descrito 

anteriormente, foram amostradas após 1, 3, 5, 7 e 9 dias do parasitismo. Essas lagartas 

também tiveram a hemolinfa coletada através de dano produzido no tegumento de uma 

das pernas torácicas da lagarta. Foram coletados 10 µl do conteúdo extravasado em 50 

µl de solução tampão PBS refrigerada, mantida em banho de gelo. Foram utilizadas 10 
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lagartas por tratamento, para cada período de amostragem, totalizando 100 

indivíduos/tratamento.  

A hemolinfa coletada foi imediatamente centrifugada (Eppendorf Centrifuge 5417 

R) a 2000g por 10 min para a separação da parte celular do plasma. Após a 

centrifugação, o sobrenadante (plasma) foi coletado e transferido para um novo tubo, 

sendo o pellet (fração celular) ressuspensa em 25 µl de tampão PBS. 

  A produção de óxido nítrico (NO) foi determinada com base no reagente de 

Griess (GREEN et al., 1981), sendo avaliada pela concentração do íon nitrito (NO2-). 

Para isso, foram colocados 25µl de cada amostra em poços de microplaca, aos quais 

foram adicionados 25 µl de solução de sulfanilamida 1% em ácido fosfórico (H3PO4) 

5%, mais 50 µl de solução de NEED (dihidroclorito de naftiletilenoamina) a 0,1% 

(FARALDO et al., 2005). Após 5 min de incubação à temperatura ambiente, a leitura da 

absorbância foi obtida em leitor de microplacas com filtro de 540nm (Espectromax Plus 

- Molecular Devices) pelo protocolo “Basic Endpoint” do programa Soft Max (PRO 4.3 

LS). Para a determinação da concentração de óxido nítrico no plasma e na fração 

celular, os valores de absorbância obtidos foram comparados àqueles determinados em 

curva-padrão utilizando-se concentrações conhecidas de NEED. 

 

3.4 Análise dos dados 
 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (Anova on Ranks) 

(P<0,05) e as médias comparadas pelo teste de Dunn´s (P<0,05). Para a avaliação do 

efeito das secreções no desenvolvimento de D. saccharalis, os tratamentos foram 

comparados com o controle negativo, utilizado como referência nas avaliações.  O teste 

de Mann-Witney Rank Sum (P<0,05) foi aplicado na determinação do efeito do 

parasitismo na resposta imune de D. saccharalis, utilizando, em ambos, o pacote 

estatístico SigmaStat (versão 2.0). 
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4 RESULTADOS 
 

4.1 Efeito das secreções associadas ao aparelho reprodutor de fêmeas de C. 

flavipes no crescimento e desenvolvimento de D. saccharalis  

 
As secreções associadas ao aparelho reprodutor de C. flavipes afetaram o 

crescimento (ganho de peso) e o período de desenvolvimento necessário para que as 

lagartas de D. saccharalis finalizassem o seu desenvolvimento. Alterações no ganho de 

peso de lagartas de D. saccharalis foram observadas apenas naqueles insetos 

parasitados por fêmeas esterilizadas, não havendo diferença entre os demais 

tratamentos e o controle (Fig. 1). No entanto, não foram observadas diferenças no 

ganho médio de peso diário dos diferentes tratamentos em relação ao controle (Fig. 2), 

e nem no padrão de ganho de peso (Fig. 3). Assim, esses resultados indicam que a 

diferença encontrada quanto ao ganho máximo de peso das lagartas parasitadas por 

fêmeas irradiadas e o controle deveu-se ao maior período de alimentação da primeira 

(Fig. 4). 

 

 

 

 

 

  
 
 
 
 

Figura 1 - Ganho máximo de peso alcançado por lagartas de D. saccharalis injetadas 
com secreções derivadas do aparelho reprodutor feminino de C. flavipes  
(VE= veneno; VIR= fluidos do cálice+vírus; VIR+VE= fluidos do 
cálice+vírus+veneno) e parasitadas por fêmeas normais (PARAS) ou 
esterilizadas (IRRAD) (CTR = controle - injeção com salina) (* Indica diferença 
significativa pelo teste Dunn´s, P<0,05) 
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Figura 2 - Ganho médio de peso diário de lagartas de D. saccharalis injetadas com 
secreções derivadas do aparelho reprodutor feminino de C. flavipes (VE= 
veneno; VIR= fluidos do cálice+vírus; VIR+VE= fluidos do 
cálice+vírus+veneno) e parasitadas por fêmeas normais (PARAS) ou 
esterilizadas (IRRAD) (CTR= controle - injeção com salina) 

 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Peso médio diário (mg) ao longo do desenvolvimento larval de D. saccharalis 
após injeção de secreções derivadas do aparelho reprodutor feminino de C. 
flavipes (VE= veneno; VIR= fluidos do cálice+vírus; VIR+VE= fluidos do 
cálice+vírus+veneno) e parasitadas por fêmeas normais (PARAS) ou 
esterilizadas (IRRAD) (CTR= controle - injeção com salina) 
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Lagartas injetadas com fluidos do cálice+vírus ou fluidos do cálice+vírus+veneno 

apresentaram alongamento do período larval quando comparadas aos insetos controle, 

os quais finalizaram o seu desenvolvimento larval cerca de 10 dias após o início do 

último instar (Fig. 4). No entanto, lagartas injetadas apenas com o veneno não sofreram 

qualquer alteração em seu desenvolvimento, o qual também não potencializou os 

efeitos já observados em insetos injetados com os fluidos do cálice+vírus, quando 

aplicados conjuntamente, indicando que o fluido do cálice+vírus são os responsáveis 

pelas alterações do desenvolvimento do hospedeiro (Fig. 4). Os efeitos induzidos em 

hospedeiros parasitados por fêmeas estéreis foram muito mais evidentes, 

permanecendo o hospedeiro na fase larval por todo o período de observação 

experimental (30 dias) (Fig. 4). Essa observação também indica que secreções 

oriundas das larvas do parasitóide e/ou teratócitos são desnecessárias no processo de 

regulação do desenvolvimento do hospedeiro. Interessante notar que o parasitóide não 

induz o prolongamento da fase larval do hospedeiro quando o inseto se desenvolve em 

lagartas de último ínstar, sugerindo que as larvas do parasitóide exploram o seu 

hospedeiro rapidamente nesse instar (Fig. 4).  

Lagartas de todos os tratamentos, com exceção daquelas parasitadas por 

fêmeas normais ou fêmeas irradiadas transformaram-se em pupas (Fig. 5-A). No 

entanto, as lagartas injetadas com veneno e/ou fluidos do cálice apresentaram maior 

incidência de deformações de pupas, com as mesmas apresentando características 

larvais. Dos seis indivíduos que escaparam ao parasitismo por C. flavipes e 

desenvolveram-se em pupa, todos apresentaram deformações no aparelho bucal e 

asas (Figs. 6 e 7). As deformações observadas nas pupas refletiram na formação dos 

adultos, com os mesmos apresentando deformações de asas, mas a sobrevivência 

pupal não foi afetada nos diferentes tratamentos (Fig. 5-B).  
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Figura 4 - Prolongamento no desenvolvimento de lagartas de D. saccharalis injetadas 

com secreções derivadas do aparelho reprodutor feminino de C. flavipes (VE 
= veneno; VIR= fluidos do cálice+vírus; VIR+VE= fluidos do 
cálice+vírus+veneno) e parasitadas por fêmeas normais (PARAS) ou 
esterilizadas (IRRAD) (CTR= controle - injeção com salina). (*Indica diferença 
significativa pelo teste Dunn´s, P<0,05) 
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Figura 5 - Sobrevivência larval (A) e pupal (B) de D. saccharalis observada após injeção 

das secreções do aparelho reprodutivo de C. flavipes (VE= veneno; VIR= 
fluidos do cálice+vírus; VIR+VE= fluidos do cálice+vírus+veneno) e 
parasitadas por fêmeas normais (PARAS) ou esterilizadas (IRRAD) (CTR= 
controle - injeção com salina).٭ Indica a ausência de indivíduos que passaram para a 
fase pupal até o término do período de observação (*Indica diferença significativa pelo teste 
Dunn´s, P<0,05) 
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Figura 6 - Deformação de pupas ou adultos de D. saccharalis observada após injeção 

das secreções do aparelho reprodutivo de C. flavipes (VE= veneno; VIR= 
fluidos do cálice+vírus; VIR+VE= fluidos do cálice+vírus+veneno) (CTR= 
controle - injeção com salina) (*Indica diferença significativa pelo teste Dunn´s, 
P<0,05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7 - Pupas de D. saccharalis, comparação de uma pupa normal (A), com uma 

pupa proveniente de lagarta parasitada por C. flavipes irradiada (B) e duas 
pupas, uma normal e outra com características larvais após injeção de 
veneno (C) 
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4.2 Efeito do parasitismo por C. flavipes na resposta imune de D. saccharalis 

 

4.2.1 Contagem total de hemócitos 
 

O número total de hemócitos de lagartas de D. saccharalis foi afetado pelo 

parasitismo por C. flavipes em estágios específicos do parasitismo (Fig. 8). A contagem 

do número total de células de lagartas controle e lagartas parasitadas não diferiu no 

período inicial do parasitismo. No entanto, o número de hemócitos em lagartas 

parasitadas após a eclosão das larvas do parasitóide (após dia 3 de desenvolvimento), 

foi reduzido quando comparado ao controle (Fig. 8). Assim, lagartas parasitadas 

apresentaram declínio no número total de hemócitos a partir do terceiro dia de 

desenvolvimento do parasitóide, enquanto o número de células no inseto controle 

manteve-se mais ou menos constante. Diferenças significativas entre o número total de 

células no controle e nos indivíduos parasitados foram encontradas nos dias 5 e 9 após 

o parasitismo. 

    

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  
Figura 8 - Número de hemócitos de D. saccharalis por m3 encontrados em lagartas 

controle (CTR) e parasitadas (PARAS) por C. flavipes durante o período 
adotado de avaliação (0, 1, 3, 5, 7 e 9 dias). (*Indica diferença significativa pelo 
teste Mann-Witney Rank Sum, P<0,05) 
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4.2.2 Capacidade de encapsulação 

 
O parasitismo afetou drasticamente a capacidade de encapsulação dos 

hemócitos de D. saccharalis ao longo do desenvolvimento do parasitismo (Fig. 9). No 

estágio inicial do parasitismo, com a injeção de esferas logo após a oviposição de C. 

flavipes, a encapsulação completa no controle ocorreu em cerca de 74% das esferas, 

enquanto nas lagartas parasitadas apenas cerca de 3% foram encapsuladas. Nas 

lagartas parasitadas, a maioria das esferas, cerca de 46,8 e 35,6%, apresentavam 

apenas 1-10 células e 11-100 células, respectivamente (Fig. 9). A tendência observada 

no processo de encapsulação logo após o parasitismo foi mantida nos demais períodos 

de avaliação, sendo a resposta muito mais intensa no controle do que no inseto 

parasitado, mesmo que a resposta de encapsulação no inseto parasitado após 1 e 3 

dias do parasitismo tenha sido mais intensa do que nos demais períodos de avaliação . 

O interessante foi observar que a inibição ou atenuação da resposta celular dada pela 

encapsulação é mantida nos estágios tardios do parasitismo, a partir do inicio do 

desenvolvimento larval do parasitóide. Após a eclosão da larva do parasitóide, que 

ocorre após o terceiro dia de parasitismo, foi verificada redução significativa no número 

de esferas que foram completamente encapsuladas, com aumento proporcional no 

número de esferas que não apresentaram qualquer célula aderida à sua superfície (Fig. 

9).  

 Considerando as esferas totalmente encapsuladas (Fig. 10), a resposta celular 

também é alterada de acordo com o período de desenvolvimento no qual o inseto se 

encontra. Tanto no início do 6º instar, como no final do desenvolvimento larval do 

hospedeiro o número de esferas encapsuladas é relativamente superior (84,3%) 

quando comparado aos demais períodos nas lagartas controle. A mesma diferença é 

observada em lagartas parasitadas, próximo à emergência do parasitóide, no 9º dia 

após a oviposição, só que de maneira oposta; as esferas localizadas não apresentaram 

nenhum sinal de adesão celular.  
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Figura 9 - Adesão celular (%) nas esferas de sephadex separadas pelos critérios de 
adesão (0, sem adesão; < 10 células; entre 11 a 100 células; >101 células e 
> 1 camada celular)  em lagartas de D. saccharalis, tanto em lagartas 
parasitadas por C. flavipes (P), como em lagartas controle (C), nos tempos 
de avaliação, 0, 1, 3, 5, 7, 9 dias 

  
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figura 10 - Esferas de Sephadex consideradas encapsuladas, com número superior ou 

igual a 1 camada de células aderidas, em lagartas de D. saccharalis 
controle e parasitadas por C. flavipes  nos diferentes intervalos de 
avaliação, 0, 1, 3, 5, 7 e 9 dias (* Indica diferença significativa pelo teste Mann-
Witney Rank Sum, P<0,05) 
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4.2.3 Atividade das fenoloxidases 
 

O parasitismo afetou a atividade das fenoloxidases do hospedeiro principalmente 

no final do desenvolvimento imaturo do parasitóide (Fig. 11). A atividade enzimática 

encontrada em lagartas controle e parasitadas durante o período inicial e intermediário 

do parasitismo foram semelhantes, apesar da tendência de menor atividade dessa 

enzima nas lagartas parasitadas após 24 h do parasitismo (Fig. 11A). Ao contrário do 

observado no início do parasitismo, a atividade das fenoloxidases em lagartas 

parasitadas três dias após o parasitismo foi ligeiramente superior à do controle (Fig 

11B). A maior atividade dessas enzimas em insetos parasitados pode ser evidenciada 

em insetos nove dias após o parasitismo, quando a atividade das fenoloxidases foi 

cerca de seis vezes superior à do controle (Fig. 11E)  
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Figura 11 - Ativação da profenoloxidase medida em absorbância a 490nm, por 
mg de proteína, em função do tempo (de 0 a 120 minutos) na 
hemolinfa de lagartas de D. saccharalis parasitadas por C. flavipes 
(PARAS) e controle (CTR). Nos tempos de avaliação considerados; 
1(A), 3(B), 5(C), 7(D) e 9(E) dias   
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4.2.4 Dosagem de óxido nítrico 
 
O parasitismo induziu alterações significativas nos níveis de óxido nítrico em 

lagartas parasitadas, tanto na fração celular (Fig. 12A) quanto no plasma (Fig. 12B). No 

entanto, diferenças significativas na concentração desse composto foram verificadas 

apenas nas 24 h iniciais após parasitismo, sendo a concentração dessa molécula cerca 

de três vezes superior no inseto parasitado em relação ao controle. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 12 - Concentração de óxido nítrico (mM) na fração celular (A) e no plasma (B) da 

hemolinfa ao longo do desenvolvimento de lagartas de último instar de D. 
saccharalis (1, 3, 5, 7 e 9 dias) controle (CTR) e parasitadas por C. flavipes. 
So= Sobrenadante (plasma); Pe= Pellet (fração celular) (* Indica diferença 
significativa pelo teste Mann-Witney Rank Sum, P<0,05)  
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5  DISCUSSÃO 
 

5.1 Efeitos das secreções associadas ao aparelho reprodutor de fêmeas de C. 

flavipes no crescimento e desenvolvimento de D. saccharalis 

 
Os mecanismos de ação e as funções dos diferentes fatores maternos 

relacionados à regulação do desenvolvimento do hospedeiro foram elucidados para 

vários sistemas hospedeiro-parasitóide. Especialmente em parasitóides braconídeos, o 

polidnavírus e o veneno são fatores importantes na regulação do hospedeiro durante os 

estágios iniciais do parasitismo (TANAKA; VINSON, 1991b; MARRIS et al., 2001). 

O efeito observado da injeção do vírus mais fluidos do cálice associado ou não à 

injeção de veneno de C. flavipes, que resultou no prolongamento do desenvolvimento e 

ganho de peso de lagartas do hospedeiro D. saccharalis também foi relatado em 

diversas outras associações hospedeiro-parasitóide (DUSHAY; BECKAGE, 1993; 

DOUCET; CUSSON, 1996ab; GUPTA; FERKOVICH, 1998; NAKAMATSU; GYOTOKU; 

TANAKA, 2000; NUSSBAUMER; STRADNER; SCHOPF, 2002). Hospedeiros injetados 

com fluidos do cálice e vírus estenderam seu desenvolvimento até a fase de pré-pupa, 

quando interromperam seu desenvolvimento, não iniciando o processo de metamorfose, 

apesar de que alguns hospedeiros formaram intermediários de larva-pupa. A formação 

de intermediários em hospedeiros injetados com as substâncias isoladas do parasitóide 

indica possível deficiência do método de injeção, já que lagartas parasitadas por 

fêmeas estéreis, onde apenas os fluidos do cálice, vírus e veneno atuaram no 

hospedeiro, não conseguem iniciar o processo metamórfico (DUSHAY; BECKAGE, 

1993; DOUCET; CUSSON, 1996ab). 

Como injeções isoladas do veneno de C. flavipes não produziram efeito no 

desenvolvimento do hospedeiro, o prolongamento e interrupção do desenvolvimento 

observados em D. saccharalis são produzidos por substâncias presentes nos fluidos do 

cálice ou pelo vírus, de forma semelhante àquela relatada por Doucet e Cusson 

(1996ab) e Nakamatsu, Gyotoku e Tanaka (2000). Apesar de não ter sido observado 

nenhum efeito aditivo do veneno aos efeitos observados no desenvolvimento do 

hospedeiro após a injeção de fluidos do cálice+vírus, o veneno pode desempenhar 
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papel importante em outros processos da regulação hospedeira ou mesmo do 

desenvolvimento do parasitóide, já que há evidências de que componentes associados 

a ele podem ser necessários para garantir a eclosão de larvas do parasitóide 

(NUSSBAUMER; STRADNER; SCHOPF, 2002). Lagartas injetadas com fluido do cálice 

e veneno também apresentam, em alguns casos, aumento no consumo de alimento, 

com baixa eficiência de conversão e alta digestibilidade, ou seja, os nutrientes 

digeridos, mesmo presentes na hemolinfa, não seriam incorporados pelo hospedeiro 

(NAKAMATSU; GYOTOKU, TANAKA, 2000).  

   Os efeitos observados no desenvolvimento de hospedeiros parasitados são 

normalmente relacionados à atividade dos componentes injetados pela fêmea 

parasitóide, os quais interferem com o sistema endócrino do hospedeiro, interrompendo 

seu desenvolvimento e o processo de metamorfose. A interferência com o sistema 

endócrino pode ocorrer tanto no processo de síntese, degradação ou disponibilização 

dos hormônios do desenvolvimento, como os ecdisteróides e o hormônio juvenil 

(DONG; ZHANG; DAHLMAN, 1996; GROSSNIKLAUS-BÜRGIN et al., 1998; KHAFAZI; 

HEGAZI, 2001; SCHAFELLNER et al., 2004). Assim, parasitóides podem prolongar o 

desenvolvimento ou interromper a metamorfose após inativação dos ecdisteróides do 

hospedeiro através da sua glicosilação (PENNACHIO; MALVA, VINSON, 2001; 

TANAKA, VINSON, 1991a), inibição da síntese de ecdisteróides pela inativação das 

glândulas protorácicas (BECKAGE; BURON, 1993; CUSSON et al., 2001), estimulação 

da síntese ou inibição da ação das esterases que degradam o hormônio juvenil 

(DUSHAY; BECKAGE, 1993).  

Dos componentes injetados pelas fêmeas do parasitóide no hospedeiro no 

momento do parasitismo, as secreções do fluido do cálice+PDV são as mais 

comumente relatadas afetando o balanço hormonal de hospedeiros de parasitóides 

cenobiontes, enquanto o veneno exerce maior controle sobre a biologia de hospedeiros 

de idiobiontes (COUDRON; KELLY; PUTTLER, 1990; DUSHAY; BECKAGE, 1993; 

ALLEYNE; BECKAGE, 1997; WANI et al., 1997; KNOP-WRIGHT; COUDRON; 

BRANDT, 2001; MARRIS et al., 2001). Em cenobiontes, essa secreção parece estar 

envolvida na inativação das glândulas protorácicas, dada pela infecção das células 

pelos PDVs, limitando a disponibilização de ecdisteróides (DOVER et al., 1987, 
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DOVER, DAVIES, VINSON, 1988a; DOVER, DAVIES, VINSON, 1988b). No entanto, 

também não pode ser descartado o efeito que essa secreção pode exercer nos níveis 

de transcrição gênica, que levam à manutenção do hormônio juvenil em circulação, 

dada à inibição das HJ esterases (SCHOPF; REMBOLD, 1993; DONG; ZHANG; 

DAHLMAN, 1996; GROSSNIKLAUS-BÜRGIN et al., 1998).  

Assim, como dados preliminares dos níveis e hormônio juvenil em lagartas de D. 

saccharalis parasitadas por C. flavipes não indicaram qualquer alteração, é possível 

que esse parasitóide interrompa o início do processo de metamorfose pela ação do 

vírus desse inimigo natural sobre as glândulas protorácicas do hospedeiro (CÔNSOLI; 

HOFFMAN - dados não publicados).  

  

5.2 Resposta celular 

 
As alterações na capacidade de resposta imune celular observadas em insetos 

parasitados por C. flavipes podem estar relacionadas ao efeito que as secreções 

maternas exercem sobre as células de defesa do hospedeiro, assim como observado 

para várias espécies de inimigos naturais (SCHMIDT; THEOPOLD; STRAND, 2001; 

HU; ZHU; FU, 2003; GLATZ; ASGARI; SCHMIDT, 2004). Essas substâncias parecem 

induzir alterações que levam a resposta estágio-específica, visto que o número total de 

hemócitos disponíveis no hospedeiro e a sua capacidade de encapsulação diferiu ao 

longo do parasitismo. 

A redução observada na capacidade de encapsulação em lagartas parasitadas 

logo após o parasitismo não foi acompanhada pela redução no número de hemócitos, 

comumente relatada para outras associações hospedeiro-Cotesia spp. (DAVIES; 

STRAND; VINSON, 1987; GUZO; STOLTZ, 1987; TERAMOTO; TANAKA, 2004; 

IBRAHIM; KIM, 2006), sugerindo a existência de outros mecanismos de defesa ou de 

interferência nessa via de defesa do hospedeiro. 

Parasitóides podem evitar a encapsulação pelo hospedeiro devido à existência 

de uma camada de fibras recobrindo o ovo do parasitóide, a qual impede o seu 

reconhecimento e/ou a adesão dos hemócitos (DAVIES; VINSON, 1986; HU; ZHU; FU, 
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2003). No entanto, estudos ultra-estruturais do aparelho reprodutor feminino de C. 

flavipes não indicaram a existência de tal camada recobrindo ovos maduros, 

depositados no cálice de fêmeas desse parasitóide (CÔNSOLI; KITAJIMA, 2006). 

Assim, C. flavipes pode evitar a encapsulação de seus ovos ao interferir em outros 

processos, como na capacidade de dispersão e adesão de hemócitos, dadas as 

alterações induzidas no citoesqueleto celular de actina dessas células (TERAMOTO; 

TANAKA, 2004; NALINI; KIM, 2007).  

As alterações no citoesqueleto celular dos hemócitos, que levam à redução na 

capacidade de resposta dessas células, se devem à ação de proteínas produzidas pelo 

vírus simbiontes associados a esses inimigos naturais (LI; WEBB, 1994; LE et al., 2003; 

KROEMER; WEBB, 2004; TERAMOTO; TANAKA, 2004; TURNBULL et al., 2004; 

NALINI; KIM, 2007). Em muitas associações, o vírus age conjuntamente com o veneno 

na supressão da resposta celular, sendo o vírus responsável pela indução de apoptose 

celular e o veneno pelo declínio inicial na população de hemócitos (TERAMOTO; 

TANAKA, 2004).  

O PDV é claramente necessário na proteção do ovo do parasitóide.  Fatores 

adicionais introduzidos no hospedeiro durante a oviposição, como o veneno e proteínas 

ovarianas também podem ser necessários em algumas espécies, especialmente nos 

estágios iniciais, antes dos genes virais serem expressos. O veneno sozinho, para 

espécies que não apresentam PDV, mostrou não afetar a encapsulação, enquanto que 

as proteínas ovarianas e a mistura de proteínas mais veneno foram capazes de afetar 

significativamente a resposta (TANAKA, 1987; WEBB; LUCKHART, 1994; LAVINE; 

BECKAGE, 1996; LI et al., 2007). 

Em outros casos, o parasitismo pode ainda afetar a resposta de encapsulação 

através da indução de alterações no padrão protéico do plasma de lagartas parasitadas, 

induzindo a síntese de novas proteínas ou regulando os níveis de proteínas 

normalmente expressas pelo hospedeiro sadio, contribuindo, conseqüentemente, para a 

supressão da resposta imune (RICHARDS; EDWARDS, 2002; AMAYA et al., 2005). 

A recuperação da capacidade de encapsulação de lagartas parasitadas após 24 

h do parasitismo e a manutenção de níveis compatíveis ao do controle até 7 dias após o 

parasitismo sugerem que o parasitóide permite ao hospedeiro a manutenção de certa 
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capacidade de defesa, visando, provavelmente, a assepsia do seu ambiente de 

desenvolvimento (VINSON, 1971). A drástica redução na capacidade de encapsulação 

ao final do parasitismo é acompanhada de redução no número total de hemócitos, que 

tem seu início marcado pelo início da fase larval de desenvolvimento do parasitóide. 

Assim como discutido anteriormente, C. flavipes eclode após 72 h de desenvolvimento 

no hospedeiro e a redução no número de hemócitos encontrada após 5 dias do 

parasitismo indica que a fase larval do parasitóide poderia ser suscetível ao ataque do 

sistema imune do hospedeiro, havendo, assim, necessidade de regulação tardia do 

mesmo. Alterações na resposta imune tardia podem ser causadas por secreções 

protéicas derivadas dos teratócitos (células oriundas da dissociação da serosa do 

embrião do parasitóide), as quais são liberadas na hemocele do hospedeiro e inibem a 

encapsulação e interferem na atividade das fenoloxidases (KITANO et al., 1990; 

BURON; BECKAGE, 1997; BELL et al., 2004). 

  O fato de que larvas injetadas com as secreções associadas ao aparato 

reprodutor da fêmea ainda assim apresentaram certa resposta de encapsulação, sugere 

que o parasitóide C. flavipes apresenta características adicionais que levam à completa 

inibição da encapsulação. Esse fato é sustentado por observações de que hospedeiros 

parasitados por fêmeas estéreis, as quais injetam suas secreções em concentrações 

normais, também inibiram a encapsulação do inimigo natural sem, no entanto, suprimir 

a resposta imune geral do hospedeiro (STETTLER et al.,1998).  

Em resumo, os fatores responsáveis pela supressão podem ser principalmente 

os vírus simbiontes, que atuam em conjunto com o veneno, fatores ligados ao embrião 

em desenvolvimento e teratócitos que provocam, sozinhos ou em conjunto, alterações 

drásticas na parede celular dos hemócitos (NALINI; KIM, 2007), evitam o 

reconhecimento da larva do parasitóide como organismo estranho (DAVIES; VINSON, 

1986; STETTLER et al., 1998) e secretam proteínas na hemolinfa do hospedeiro 

(KITANO; WAGO; ARAKAWA, 1990).   
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5.3 Resposta humoral 
 

A fenoloxidade (PO) é uma enzima multifuncional que hidrolisa monofenóis a 

difenóis e oxida difenóis a quinona durante o processo de esclerotização da cutícula, 

tendo papel importante em vários mecanismos de defesa imune, como a biossíntese de 

melanina, freqüentemente observada ao redor de agregados de hemócitos e parasitas 

encapsulados. As POs são sintetizadas como zimógenos chamados de pró-

fenololoxidases (proPO), os quais são ativados por proteólise. A ativação da proPO 

pode ser provocada, por exemplo, por componentes da superfície celular de agentes 

microbianos, como os peptidoglicanos e os lipopolissacarídeos, indicando haver o 

reconhecimento específico de estímulos que provocam a ativação dessa via (HOPKINS; 

KRAMER, 1992; SUGUMARAM; KANOST, 1993; JIANG et al., 1997). 

A redução do nível de melanização em insetos parasitados tem sido atribuída à 

redução na atividade da fenoloxidase, provocada principalmente através da introdução 

de fatores maternos do parasitóide no momento da oviposição. Em estudos recentes, 

proteínas do veneno (Vn 50) de C. rubecula e uma proteína (Egf 1.0) produzida pelo 

bracovírus de M. demolitor foram isoladas. A Vn 50 foi capaz de bloquear a 

melanização de seu hospedeiro, reduzindo a ativação da proPO e permanecendo em 

altas concentrações por até 72 h. A proteína Egf 1.0, também relacionada à inibição da 

cascata enzimática que leva a produção da PO, teria como alvo enzimático a proteinase 

responsável pela ativação da PO  (SHELBY et al., 2000; ASGARI et al, 2003; ZHANG et 

al., 2004; BECK; STRAND, 2007). 

Apesar de muitos inimigos naturais reduzirem a atividade das POs por dias 

consecutivos após o parasitismo, no sistema D. saccharalis - C. flavipes a atividade 

dessa enzima foi reduzida apenas no primeiro dia após o parasitismo, sendo que 

insetos parasitados recuperaram a atividade das POs no período subseqüente. A 

redução na atividade das POs apenas no início do parasitismo também é observada em 

outras associações hospedeiro-parasitóide, envolvendo parasitóides em Ichneumonidae 

(SHELBY et al., 2000; BECK; THEOPOLD; SCHMIDT, 2000) e Braconidae (ASGARI et 

al., 2003). A queda na atividade das POs logo após o parasitismo pode ser decorrente 

da presença de inibidores enzimáticos no fluido do cálice ou da presença de proteínas 

no veneno que venham a interferir na cascata proteolítica que leva à ativação da 
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enzima (SHELBY et al., 2000; BECK; THEOPOLD; SCHMIDT, 2000; ASGARI et al., 

2003). A redução dos níveis de PO na hemolinfa de hospedeiros parasitados logo após 

o parasitismo é normalmente relacionada à regulação do sistema imune do hospedeiro 

para evitar a participação dessa enzima no processo de encapsulação do invasor (ovo 

do parasitóide). Porém, sua redução nesse estágio de desenvolvimento também pode 

estar envolvida com o processo de invasão do hospedeiro pelo vírus simbionte 

associado ao parasitóide, já que as fenoloxidases podem agir de forma constitutiva na 

resposta humoral inata contra vírus em insetos (POPHAM et al., 2004).  

 Um aspecto da regulação da atividade dessa enzima que parece singular à 

associação D. saccharalis - C. flavipes é a maior atividade das POs observadas em 

insetos parasitados nos 3o e 9o dias após o parasitismo, apesar de serem inexistentes 

dados sobre a atividade dessa enzima ao longo de todo o ciclo de desenvolvimento do 

inimigo natural. A maior atividade dessa enzima nos períodos mencionados nos insetos 

parasitados corresponde a eventos marcantes no desenvolvimento do inimigo natural. 

Nas condições do estudo em questão, o terceiro dia após o parasitismo corresponde ao 

período de eclosão do parasitóide, enquanto o nono marca o final de seu 

desenvolvimento interno, muito próximo à sua egressão do corpo do hospedeiro para 

pupação (CÔNSOLI - dados não-publicados). Dessa forma, é possível que a maior 

atividade das POs em hospedeiros parasitados no terceiro dia após o parasitismo seja 

decorrente da ativação das POs pelas enzimas digestivas secretadas pelas larvas 

recém-eclodidas de C. flavipes, assim como demonstrado para as enzimas produzidas 

por alguns endo (MULLEN; GOLDSWORTHY, 2006) e ectoparasitóides (PARKINSON; 

WEAVER, 1999). Já o aumento no período final do parasitismo pode estar relacionado 

à contaminação da hemocele do hospedeiro por agentes microbianos, provavelmente 

devido aos danos mecânicos induzidos ao tubo digestivo e tegumento do hospedeiro 

pela alimentação das larvas e perfuração do tegumento do hospedeiro relativo ao seu 

comportamento de abandono da cavidade hemocélica, visto que a ocorrência de 

micróbios altera a atividade endógena das POs (MULLEN; GOLDSWORTHY, 2006; 

ABT; RIVERS, 2007; BAILEY; ZUK, 2008). 

Alterações em processos relacionados à resposta imune podem refletir no 

redirecionamento dos mecanismos de defesa do sistema imune de um organismo, 
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como forma de resistência a uma mudança na capacidade imune, e que podem ser 

temporariamente flexíveis durante a infecção (BRAUDE; TANG; TAYLOR, 1999; 

ADAMO, 2004). Essas alterações em processos particulares também podem ocorrer 

em detrimento da atividade de outros processos envolvidos no mecanismo de defesa 

imune, como, por exemplo, a redução na produção de lisozimas com o subsequente 

aumento da atividade das POs (MULLEN; GOLDSWORTHY, 2006; BAILEY; ZUK, 

2008). 

Ainda há a possibilidade de que a elevação na concentração enzimática de PO 

na hemolinfa de lagartas parasitadas seja devido à produção desse fator pelo próprio 

parasitóide, já que o veneno de muitas espécies de parasitóides contém múltiplos tipos 

de enzimas. No entanto, para que essa elevação na atividade de PO fosse associada 

ao veneno, seria de se esperar que alterações na atividade enzimática fossem 

detectadas logo após o parasitismo. Além disso, é reduzido o número de inimigos 

naturais que apresentam veneno com atividade de PO (PARKINSON; WEAVER, 1999; 

ABT; RIVERS, 2007). O veneno também poderia induzir a maior atividade de PO de 

forma indireta, através de sua ação sobre os hemócitos, que se rompem quando 

expostos ao veneno de parasitóides e liberam a enzima para o meio, aumentando, 

consequentemente, a concentração de profenoloxidase na hemolinfa. No entanto, esse 

efeito indireto é observado apenas para o veneno de ectoparasitóides que induzem 

paralisia em seu hospedeiro (HARTZER; ZHU; BAKER, 2005). 

Possivelmente, C. flavipes deve utilizar outras vias de regulação para evitar que 

seu estágio larval seja atacado pelo sistema imune do hospedeiro, permitindo, dessa 

forma, o desenvolvimento de seus imaturos em D. saccharalis. Além disso, um aumento 

no nível de PO pode ser benéfico para o parasitóide, pois permite a manutenção parcial 

da capacidade de defesa imune do hospedeiro, protegendo-o contra outros agentes 

patogênicos invasores (HAGSTRUM; SMITTLE, 1978; HAGSTRUM, 1983, BECKAGE 

et al., 1990). 

Outro fator importante que participa da resposta imune do hospedeiro contra 

invasores é a produção enzimática de óxido nítrico (NO), o qual pode atuar em diversos 

processos fisiológicos, muitos dos quais relevantes ao entendimento dos mecanismos 

relacionados ao processo de defesa imune (WEISKE; WIESNER, 1999). A maior 
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atividade de NO encontrada, tanto na porção celular quanto no plasma de hospedeiros 

parasitados nas primeiras 24h após o parasitismo, indicam a utilização de mecanismos 

de regulação nesse processo fisiológico buscando garantir a invasão e colonização do 

hospedeiro, principalmente o estabelecimento das partículas virais simbiontes 

associadas a esse inimigo natural. O NO exerce função diversificada em vários 

processos fisiológicos e patofisiológicos, sendo essenciais no estabelecimento de uma 

variedade de infecções microbianas. Apesar de sua reconhecida atividade 

antimicrobiana contra bactérias e protozoários, o NO parece ter efeito oposto aos vírus, 

sendo essencial no estabelecimento de inúmeras viroses. Além do seu efeito no 

processo de infecção por vírus, o NO também pode afetar a resposta imune celular, 

dado que a ativação da óxido nítrico sintase (NOS) para a produção de NO acarreta na 

produção de espécies de óxido de nitrogênio reativas, como o peroxinitrito, que causam 

danos aos tecidos devido à ação oxidativa e reações de nitratação de várias 

biomoléculas (AKAIKE; MAEDA, 2000; BOGDAN, 2001). 

A participação do NO como parte essencial do arsenal citotóxico de insetos no 

combate a agentes estranhos já havia sido observada em Drosophila parasitadas por 

Leptopilina boulardi e Rhodnius prolixus incubados com Trypanosoma rangeli, os quais, 

de forma semelhante a D. saccharalis-C. flavipes, apresentaram aumento nos níveis de 

NO apenas nos estágios iniciais do parasitismo (NAPPI et al., 2000; WHITTEN et al., 

2001; FARALDO et al., 2005; WHITTEN et al., 2007). 

As análises bioquímicas da hemolinfa de D. saccharalis evidenciaram a tentativa 

do hospedeiro em evitar o ataque do parasitóide, através da utilização do arsenal tóxico 

que as células de defesa são capazes de produzir. Porém, mesmo com a elevação da 

produção da enzima fenoloxidase ao longo do desenvolvimento, como de óxido nítrico 

no início do parasitismo, o parasitóide C. flavipes foi bem sucedido na exploração dos 

recursos nutricionais e na utilização do hospedeiro. Os meios pelos quais esse 

parasitóide consegue ultrapassar as barreiras impostas pelo seu hospedeiro, com a 

ajuda das secreções maternas, ainda constituem um campo a ser explorado.    
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6 CONCLUSÕES 
 
 

 O vírus simbionte mais fluido do cálice em associação com o veneno afeta 

o desenvolvimento e crescimento de lagartas de Diatraea saccharalis; 

 

 O veneno, sozinho, não influencia o crescimento do hospedeiro, mas 

induz alterações no desenvolvimento, resultando na deformação de 

pupas; 

 

 Cotesia flavipes suprime a resposta imune do hospedeiro Diatraea 

saccharalis afetando sua resposta celular e resposta humoral. 
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