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Resumo

SCHLESENER, Daniele Cristine Hoffmann. Biologia e controle quimico de
Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) e toxicidade aos seus parasitoides.
2018. 132 f.Tese (Doutorado em Ciéncias — Entomologia Agricola) — Programa
Pés-graduacdo em Fitossanidade, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Drosophila suzukii (Matsumura) (Spotted Wing Drosophila - SWD) € uma praga de
pequenos frutos de epicarpo delgado, que vem causando grandes danos a cultivos
comerciais e frutos nativos. As fémeas apresentam um ovipositor serreado e robusto,
gue permite a oviposicdo no interior de frutos sadios. SWD também apresenta elevado
potencial bidtico em condi¢bes ambientais favoraveis, sendo a temperatura um dos
principais fatores abidticos determinantes para seu estabelecimento e
desenvolvimento. A principal forma de manejo dessa praga é o controle quimico,
porém estudos demonstram que o controle bioldégico natural pode auxiliar na
supressédo populacional. Dentro desse contexto, o presente estudo teve como
objetivos testar a eficiéncia de trés dietas artificias com base em parametros biolégicos
e de tabela de vida de D. suzukii, avaliar os efeitos de sete temperaturas constantes
sobre a biologia e exigéncias térmicas de D. suzukii, avaliar os efeitos de inseticidas
sobre adultos e ovos de SWD, e avaliar a toxicidade de inseticidas sobre os
parasitoides Trichopria anastrephae e Pachycrepoideus vindemmiae. As dietas A
(farinha de milho, glucose e levedura) e C (farinha de milho, melaco e levedura) séao
adequadas para a criacdo de D. suzukii em laborat6rio, pois proporcionaram as
maiores taxas de reproducéo (Ro) (257,32 e 210,29, respectivamente) e 0s menores
periodos entre geracdes (T = 35 dias), em relacéo a dieta B (farinha de milho, acucar
e levedura) (Ro = 116,12; T = 37 dias). As melhores temperaturas para o
desenvolvimento de D. suzukii foram 23 e 25°C, pois proporcionaram as maiores
viabilidades do ciclo biolégico (ovo-adulto) (81% e 69%, respectivamente), menor
periodo entre geracdes (T = 28,91 e 28,76, respectivamente), melhor taxa de
reproducéo (Ro = 245,48 a 23°C) e razao finita de aumento (rm = 0,190 e 0,166 dias,
respectivamente). Nao houve desenvolvimento a 30 e 33°C. A temperatura base (Tb)
foi de 7,85°C, a constante térmica (K) 185,87 GD, e a estimativa de geracfes anuais
variou de 17,18 a 27,20, entre as regides frias e quentes, respectivamente. Os
inseticidas deltametrina, dimetoato, espinosade, fenitrotiona, fosmet, malationa,
metidationa e zeta-cipermetrina resultaram em mortalidade de 100% dos adultos de
SWD aos trés dias apés tratamento (DAT). Ja fenitrotiona, malationa e metidationa
inviabilizaram 100% dos ovos, seguido por fosmet e diflubenzuron, que também
causaram elevada redugdo na eclosdo de larvas, aos dois DAT. A espécie P.
vindemmiae foi mais suscetivel a acdo de inseticidas em relagdo a T. anastrephae,
sendo que os inseticidas abamectina, espinosade e espinetoram causaram elevada
mortalidade e reducéo de parasitismo de P. vindemmiae, no entanto ndo afetaram T.
anastrephae. As informacdes contidas no presente estudo sdo de suma importancia
para o delineamento de estratégias de controle a campo e desenvolvimentos de
criages de laboratério para fins de estudos.



Palavras-chave: Controle biologico, dieta artificial, droséfila-da-asa-manchada,
inseticida, tabela de vida, temperatura.



Abstract

SCHLESENER, Daniele Cristine Hoffmann. Biology and chemical control of
Drosophila suzukii (Matsumura) (Diptera: Drosophilidae), and toxicity to their
parasitoids. 2018.132 f. Thesis (Doctorate in Sciences — Agricultural Entomology) —
Postgraduate Program in Crop Protection, Federal University of Pelotas, Pelotas

Drosophila suzukii (Matsumura) (Spotted Wing Drosophila - SWD) is a pest of small
fruit with thin skin that has been causing great damage to commercial crops and native
fruits. The females have a robust and serrated ovipositor, which allows oviposition
inside healthy fruits. SWD also presents high biotic potential under favorable
environmental conditions, with temperature being one of the main abiotic factors
determining its establishment and development. The main way of handling this pest is
chemical control, but studies show that natural biological control can help with
population suppression. Within this context, the present study aimed to test the
efficiency of three artificial diets, based on biological parameters and life table of D.
suzukii, to evaluate the effect of seven constant temperatures on the biology and
thermal requirements of D. suzukii, to evaluate the effect of pesticides on adults and
eggs of SWD, and to evaluate the toxicity of pesticides on parasitoids Trichopria
anastrephae and Pachycrepoideus vindemmiae. The diets A (cornmeal, glucose and
yeast) and C (cornmeal, molasses and yeast) are suitable for laboratory rearing of D.
suzukii, since they provided the highest net rates of reproduction (Ro) (257.32 and
210.29, respectively) and the shortest periods between generations (T = 35 days), in
relation to diet B (cornmeal, sugar and yeast) (Ro = 116.12; T = 37 days).The best
temperatures for the development of D. suzukii were 23 and 25°C, since they provided
the greatest viabilities of the biological cycle (egg-adult) (81% and 69%, respectively),
the shortest period between generations (T = 28.91 and 28.76, respectively), better
reproduction rate (Ro = 245.48 at 23°C) and finite rate of increase (rm = 0.190 and
0.166 days, respectively). There was no development at 30 and 33°C. The lower
temperature threshold (TT) was 7.85°C, the thermal constant (K) 185.87 GD, and the
estimation of annual generations ranged from 17.18 to 27.20, between cold and hot
regions, respectively. The pesticides deltamethrin, dimethoate, spinosad, fenitrothion,
phosmet, malathion, methidathion and zeta-cypermethrin resulted in 100% mortality of
adults of SWD three days after treatment (DAT). Fenitrothion, malathion and
methidathion have made 100% of the eggs unviable, followed by phosmet and
diflubenzuron, which also caused a high reduction in larvae hatching, at two DAT. The
species P. vindemmiae was more susceptible to the action of pesticides in relation to
T. anastrephae, and the pesticides abamectin, spinosad and spinetoram caused high
mortality and reduced parasitism of P. vindemmiae, however did not affect T.
anastrephae. The results of the present study are of great importance for the design
of field control strategies and the development of laboratory rearing for study purposes.

Key words: Atrtificial diet, biological control, Spotted Wing Drosophila, life table,
temperature, pesticide.
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Introducéo

A drosofila-da-asa-machada (Spotted Wing Drosophila - SWD), Drosophila
suzukii (Matsumura) (Diptera: Drosophilidae) € uma praga de pequenos frutos de
epicarpo delgado, que apresenta grande importancia econémica, principalmente, em
grandes regides produtoras de frutos nos EUA (WALSH et al., 2011; CINI; IORIATTI;
ANFORA 2012), e que vem causando uma série de danos em frutos cultivados e
nativos no Brasil. E uma espécie oriunda da Asia, que ja esta estabelecida em diversos
paises da América do Norte, Europa e América do Sul (WALSH et al., 2011; CINI,
IORIATTI; ANFORA, 2012; DEPRA et al. 2014; ANDREAZZA et al., 2017) e com
elevada capacidade de adaptacdo em paises do continente africano e Oceania (DOS
SANTOS et al., 2017). Estudos genéticos apontam que as popula¢des sul-americanas
sdo originarias de uma mistura genética entre individuos do sudoeste e leste dos EUA,
e que a diversidade genética nas popula¢des introduzidas pode aumentar 0 sucesso
da invasao e facilitar a colonizacdo de novos habitats (FRAIMOUNT et al., 2017).

Diferentemente da maioria dos drosofilideos, que se alimentam de
microrganismos presentes em frutos maduros ou em apodrecimento (BEGON, 1983),
D. suzukii apresenta um nicho distinto, pois se alimenta e oviposita em frutos em
amadurecimento ou maduros (WALSH et al.,, 2011). As fémeas apresentam um
ovipositor serreado e robusto, que permite a postura no interior de frutos integros e
sadios (WALSH et al., 2011; ANFORA et al., 2012), o que proporciona a exploragéo
de uma gama de recursos e modifica o balanco carboidrato/proteina estabelecido
pelas demais espécies do género Drosophila (JARAMILLO; MEHLFERBER; MOORE,
2015). A alimentacdo da maioria dos drosofilideos é baseada, especialmente, em
proteinas, enquanto que D. suzukii necessita de um maior aporte de carboidratos
(JARAMILLO; MEHLFERBER; MOORE, 2015). Em funcdo dessa mudanca de habito
alimentar, sdo essenciais estudos que visem identificar as exigéncias nutricionais e
adequacdo de dietas artificiais para larvas e adultos, e também preferéncia

hospedeira, tanto em espécies cultivadas quanto nativas.
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Os danos causados pelo ataque dessa praga podem ser diretos e/ou indiretos.
Drosophila suzukii € uma praga primaria, e os danos sao causados pela alimentagéo
das larvas no interior do mesocarpo, o que inviabiliza o comércio de frutos frescos.
Além disso, a punctura no momento da postura abre porta de entrada para
microrganismos fitopatogénicos. Os custos adicionais sdo decorrentes do aumento de
mao-de-obra e insumos para monitoramento e manejo do cultivo. Além disso, regides
ou paises livres dessa praga podem impor medidas quarentenarias para barrar
exportacdes provenientes de regides com a presenca desse drosofilideo (LEE et al.,
2011; SCHLESENER et al., 2015).

No Brasil, existem varios registros de ocorréncia de D. suzukii para as regides
Sul e Sudeste do pais. Até o momento, sua presenca foi reportada nos Estados do
Rio Grande do Sul (DEPRA et al., 2014; SCHLESENER et al., 2015), Santa Catarina
(DEPRA et al. 2014), Parana (GEISLER et al., 2015), Sao Paulo (VILELA; MORI,
2014), Rio de Janeiro (BITNER-MATHE; VICTORINO; FARIA, 2014) e Minas Gerais
(ANDREAZZA et al., 2016; 2017). E possivel que D. suzukii esteja presente em um
namero maior de Estados, e que ainda nao tenha sido identificada, devido a falta de
monitoramento e identificacdo adequada. No entanto, estudos que visam determinar
condicdes ideais e limites para essa espécie, apontam que a temperatura € um fator
condicionante para sua ocorréncia e estabelecimento (TOCHEN et al., 2014; RYAN et
al., 2016). As temperaturas consideradas limitantes para o desenvolvimento de
populacées da América do Norte sdo 5 e 35°C, e a temperatura étima reprodutiva é
23°C (RYAN et al., 2016). No entanto, € importante que esses parametros também
sejam estabelecidos para popula¢des sul-americanas, uma vez que esse inseto
apresenta uma grande capacidade de adaptacdo térmica e a outras variaveis
ambientais (DALTON et al., 2011). Além de contribuir com informacdes para o manejo
da praga, esses estudos também sdo fundamentais para o aperfeicoamento de
criacoes de laboratorio (SCHLESENER et al., 2017a).

O manejo de D. suzukii é realizado, basicamente, através de controle quimico,
com inseticidas organofosforados, piretroides e espinosinas (BEERS et al., 2011,
BRUCK et al., 2011; SCHLESENER et al., 2017b). No entanto, no Brasil existe uma
caréncia de moléculas disponiveis para o controle de pragas em cultivos de pequenas
frutas, e ainda néo existem inseticidas registrados para o controle de SWD (AGROFIT,
2018). Nesses casos, a supressao populacional dessa espécie acaba sendo realizada

atraves de aplica¢Oes direcionadas a outras espécies-alvo, especialmente as moscas-
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das-frutas pertencentes a familia Tephritidae (SCHLESENER et al., 2017b), do
controle biolégico com inimigos naturais, especialmente parasitoides (WOLLMANN et
al., 2016; GARCIA et al., 2017), da captura massal através da instalacdo de grande
guantidade de armadilhas iscadas, e controle cultural através da retirada de frutos
infestados caidos no solo e eliminagdo de hospedeiros alternativos ao entorno dos
pomares (SCHLESENER et al., 2015).

Existem varios relatos de parasitoides de larvas (larva-pupa) associados a
SWD, no entanto, esses insetos acabam tendo seu desenvolvimento comprometido
em funcdo do complexo sistema imune e ao grande nimero de hemacitos encontrado
em SWD (KACSOH; SCHLENKE, 2012; POYET et al. 2013). Os parasitoides de
pupas (pupa-pupa) apresentam maior sucesso no parasitismo de D. suzukii, uma vez
gue a fase de pupa apresenta maior vulnerabilidade em relacdo as larvas, devido a
menor atuagdo do sistema imune nessa fase (KACSOH; SCHLENKE, 2012).
Basicamente, os parasitoides de pupa (larva-pupa) que vem sendo encontrados
parasitando D. suzukii pertencem ao género Trichopria (Hymenoptera: Diapriidae) e a
espécie Pachycrepoideus vindemmiae (Rondani) (Hymenoptera: Pteromalidae)
(GABARRA et al.,, 2015; CANCINO et al.,, 2015; MILLER et al., 2015; ROSSI-
STACCONI et al., 2015; DAANE et al., 2016; WANG et al., 2016; WOLLMANN et al.,
2016; GARCIA et al.,, 2017). O género Trichopria € composto por parasitoides
idiobiontes de pupas, que ovipositam no interior da hemocele do hospedeiro, sendo
gue duas espécies foram encontradas parasitando D. suzukii, Trichopria drosophilae
(Perkins) (GABARRA et al., 2015; CANCINO et al., 2015; DAANE et al., 2016; WANG
et al., 2016) e Trichopria anastrephae Lima (WOLLMANN et al., 2016).
Pachycrepoideus vindemmiae € um conhecido parasitoide generalista de dipteros e
hiperparasitoide facultativo (WANG; MESSING 2004). Sua associagao com D. suzukii
ja foi amplamente documentada na Asia, Europa e América do Norte (CHABERT et
al., 2012; CUCH-ARGUIMBAU et al., 2013; ROSSI-STACCONI et al., 2013; 2015;
CANCINO et al.,, 2015; MILLER et al., 2015; DAANE et al., 2016), e também,
recentemente, espécimes de P. vindemmiae foram recuperados de pupas sentinela
de D. suzukii a campo, no sul do Brasil (dados ndo publicados). Apesar da importancia
dos parasitoides na supressao populacional de D. suzukii, pouco se sabe sobre os
efeitos letais e sub-letais que os inseticidas causam sobre esses inimigos naturais.

Bernandi et al. (2017) investigaram os efeitos toxicologicos de extratos de Annona
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(Anonaceae) sobre T. anastrephae, e Cossentine; Ayyanath (2017) verificaram os
efeitos do inseticida espinosade sobre diferentes fases bioldgicas de P. vindemmiae.

Com base no exposto, 0s objetivos do presente estudo 1) testar a eficiéncia de
trés dietas artificiais sobre a biologia e tabela de vida de fertilidade de D. suzukii; 2)
avaliar os efeitos de diferentes temperaturas constantes sobre a biologia, tabela de
vida de fertilidade, tamanho de corpo, exigéncias térmicas e estimar o nimero de
geracdes anuais de D. suzukii em regides produtoras de pequenas frutas no Brasil; 3)
avaliar a toxicidade de inseticidas sbre ovos e adultos de D. suzukii em laboratério; e
4) avaliar a toxicidade de inseticidas sobre os parasitoides de pupa T. anastrephae e
P. vindemmiae. Os resultados apresentados nesse estudo servirdo de base para o
aperfeicoamento de criacbes de laboratorio para fins de estudos, e no
desenvolvimento de técnicas de manejo que preconizem a supressao populacional de

D. suzukii, com menor dano aos inimigos naturais.
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ABSTRACT - Drosophila suzukii (Matsumura 1931) is considered one of the main pests of
soft-skinned and stone fruits around the world. To develop control methods, it is of utmost
importance to improve breeding techniques on artificial diets to obtain a high quality and
quantity of insects throughout the year. The objective of this study was to evaluate the
biological development of D. suzukii on three artificial diets. The biological parameters were
duration (days) and viability (%) of the biological cycle (egg to adult), sexual ratio, pre-
oviposition period (days), oviposition (days), longevity (days), total fecundity of eggs per
female and fertility life table. Diet A (cornmeal, glucose and yeast) and Diet C (cornmeal,
molasses and yeast) provided the best biological development in the evaluated parameters,
with a viability (egg to adult) of 83% and 74%, respectively, which was significantly higher
than Diet B (cornmeal, sugar and yeast) (42%). Based on the life table, the reproduction rate
(Ro) was not significantly different between Diet A (Ro = 257.32) and Diet C (Ro = 210.29);
this was also observed for the intrinsic rate of increase (rm = 0.155 days), the rate of finite
increase (A = 1.16) and the time between generations (T = 35 days). However, the biological
parameters differed significantly from the insects fed on Diet B (Ro = 116.12, r,n, = 0.127, A =
1.13 and T = 37 days). Diets A and C are suitable for the breeding and multiplication of D.

suzukii in the laboratory.

KEYWORDS: Development, intrinsic rate of increase, larval diet, life history, spotted wing

drosophila, rearing technique
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Introduction

The family Drosophilidae (Diptera) is constituted by a great number of species that occupy
diverse ecological niches. Most species of the genus Drosophila feed mainly on
microorganisms present in ripe fruits or at an advanced rotting stage and use these media as a
substrate for the larval and foraging development of adults (Begon 1983). In contrast to most
drosophilids, Drosophila suzukii (Matsumura 1931) (Diptera: Drosophilidae), popularly
known as Spotted Wing Drosophila (SWD), presents a completely different niche because
larvae develop inside ripening or ripe fruits (Walsh et al. 2011), reducing interspecific
competition for resources not used by other species of drosophilids (Jaramillo et al. 2015).
This fact is possible because the SWD females present a narrow, doubly serrated ovipositor
with a series of robust and sclerotized teeth, allowing oviposition within intact fruits (Walsh
etal. 2011, Anfora et al. 2012).

This change in behavior affects the carbohydrate/protein balance established by other
species of the genus Drosophila, as they feed on microbial communities (especially yeasts)
present in decaying fruits and rich in proteins, while D. suzukii uses fresh fruits rich in
carbohydrates but poor in proteins to complete their biological cycle (Begon 1983, Jaramillo
et al. 2015). In this sense, SWD closely resembles species belonging to the family
Tephritidae, which also oviposit in intact fruits (Hafsi et al. 2016).

In general, insect larvae and adults require carbohydrates, proteins, lipids, minerals and
vitamins to complete their development, and the nutritional imbalance between these
components, both in the host fruit and in the artificial diet, can affect survival, the weight of
immature individuals, time of development, the chemical composition of individuals, body
size and fecundity (Bass et al. 2007). Studies have shown that Ceratitis capitata (Wiedemann
1824) and Anastrepha obliqua (Marcquart 1835) (Diptera: Tephritidae) do not survive when

fed diets that present carbohydrates as the only source of energy but are able to complete their
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biological cycle with low performance when feeding only on proteins (Fontellas-Brandalha et
al. 2010).

Due to carbohydrates being considered the main energy sources of tephritids, associated
with the abundance of this nutrient naturally found in fruit, Tephritidae species have been
highly successful in several environments (Fontellas-Brandalha et al. 2010, Hafsi et al. 2016).
Thus, given the similarity in feeding behavior between species of Tephritidae and D. suzukii,
it is likely that the ease of adaptation of SWD to new environments and their rapid dispersion
is related to the great supply of food hosts in nature since carbohydrates are the nutrients in
the highest proportion in foods and have phagostimulant characteristics (Parra 2012).

Since 2008, SWD has been causing significant damage to a number of crops, especially in
thin-skinned fruits such as strawberries (Fragaria x ananassa), blackberries (Rubus sp.),
raspberries (Rubus idaeus), cherries (Prunus sp.), blueberries (Vaccinium myrtillus) and
grapes (Vitis sp.) (Lee et al. 2011). Factors linked to high polyphagia provided rapid
dispersion in several countries (Bolda et al. 2010, Anfora et al. 2012) and, recently, in South
America (Depra et al. 2014, Andreazza et al. 2017). Studies show that this species also has
favorable environmental conditions to establish itself in countries in Africa and Oceania (Dos
Santos et al. 2017).

The inability to control this pest can generate a high economic impact on the production of
fruits around the world, and studies on the development of new management strategies are
essential, making it necessary to produce and multiply large numbers of insects in the
laboratory, preferably with low cost and high biological performance (Parra 2012, Sorensen et
al. 2012). Within this context, the development of an artificial diet that results in a high level
of biological development, multiplication capacity and survival in the laboratory is paramount
for the development of new management tools (Parra 2012). Considering the scarcity of

information on the biological parameters of D. suzukii on an artificial diet, the objective of the
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present work was to evaluate the biological performance and to estimate the parameters of the
fertility life table of D. suzukii when submitted to three formulations of artificial diets for
larval feeding.
Materials and Methods

The establishment of D. suzukii was achieved in the Laboratory of Insect Biology, in the
Plant Protection Department of the Federal University of Pelotas (UFPel), in an air-
conditioned room, and experiments to evaluate the biological parameters of D. suzukii were
conducted at the Laboratory of Ecology of Insects, Department of Ecology, Zoology and
Genetics, at UFPel, in a climatized chamber B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand), under a
temperature of 23+ 2°C, 70 + 10% relative humidity (RH) and photoperiod 12:12 h (L:D).

Rearing and maintenance of D. suzukii. The insects that led to the rearing of D. suzukii
were obtained from infested blackberry (Rubus spp.) collected during the month of January
2016, in the municipality of Pelotas, Rio Grande do Sul, Brazil (31°38'20"S and 52°30'43"W).
In the laboratory, the fruits were weighed and individualized in plastic pots (150 mL) under a
layer of vermiculite (1 cm) and the upper part was closed, with the respective perforated caps
(2 cm in diameter) covered with voile tissue. Afterwards, the fruits were stored in an air-
conditioned room until the emergence of adults. After emergence, adults were identified and
males and females were separated by specific taxonomic characters (Vlach 2013).
Subsequently, a random number of insects were added to cultured vials made with a flat-
bottomed glass tube (8.5 cm by 2.5 cm in diameter) containing an artificial diet (8 mL) and
surface buffered with hydrophilic cotton. The optimal density of insects per rearing vial is
achieved when adults occupy half of the surface of the feed substrate.

The artificial diet used to feed the larvae was based on cornmeal, glucose and yeast (Diet
A, Table 1). The pairs remained in the breeding receptacles for 10 days, a period necessary for

copulation and the beginning of oviposition. Subsequently, the adults were removed for
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embryonic, larval and pupal development. When the new adults emerged, they were removed
and placed in new glass tubes containing artificial diet, as previously described.

Diets Evaluated. To verify the biological parameters of D. suzukii in the laboratory, three
artificial diets were tested. Diet A is traditionally used for the breeding of species of the genus
Drosophila: it was described by Matsubayashi et al. (1992) and is composed of cornmeal,
glucose and yeast. Diet B was described by Dalton et al. (2011) and Emiljanowicz et al.
(2014) as composed of cornmeal, sugar and yeast, while Diet C was described by Reed et al.
(2010) and Jaramillo et al. (2015) as composed of cornmeal, molasses and yeast (Table 1).
The artificial diets tested were prepared according to the methodology proposed by
Emiljanowicz et al. (2014) and poured (8 mL) into flat-bottomed glass tubes (8.5 cm by 2.5
cm in diameter). We also calculated the cost per litre of each artificial diet.

Biological parameters of D. suzukii on an artificial diet. First, 25 nine-day-old D.
suzukii couples from the laboratory rearing were separated and placed into cages made from
plastic cups (200 mL). Subsequently, to obtain the eggs, a semicircular oviposition substrate
was placed inside the cage (2.5 cm in diameter per 1 cm thick), consisting of agar (19 g),
raspberry gelatin (10 g), methyl paraben (Nipagin®) [0.8 g dissolved in 8 mL of absolute ethyl
alcohol 99.9%] (8 mL) and distilled water (850 mL) (refluxed) in accordance with the adapted
methodology proposed by Salles (1992). After 24 hours, the adults were removed and thin
portions of each oviposition substrate containing 10 eggs each were extracted with a razor
blade and superficially inoculated into glass tubes (8.5 cm high for 2.5 cm in diameter)
containing the artificial diet (8 mL per tube) (Table 1) previously prepared as proposed by
Emiljanowicz et al. (2014). After inoculation, the tubes were buffered with hydrophilic cotton
and packed in B.O.D. chambers. The experimental design was completely randomized, with
three treatments (Diets A, B and C -- Table 1) each treatment consisted of 10 replicates (glass

tubes) with 10 eggs per replicate, totaling 100 eggs per treatment. The biological parameters
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evaluated were the duration (days) and viability (%) of the biological cycle (egg to adult) and
sex ratio (sr). The duration and viability of the biological cycle were determined in daily
observations. The sex ratio was calculated by the formula: rs = females/(females + males).
Upon the emergence of D. suzukii adults, 20 couples (up to 24 hours old) from each tested
diet were placed inside cages made of transparent plastic containers with a lid (200 mL) with
an orifice (2 cm diameter) placed inverted on top, which was covered with voile fabric to
prevent adult flight and allow aeration. The same oviposition substrate was used as described
above. As the food substrate for adults, a food source composed of a hydrated blend of refined
sugar, yeast extract [Bionis YE MS and Bionis YE NF (Biorigen®)] and raw wheat germ in
the proportion of 3: 1: 1 (adapted from Nunes et al. 2013), was deposited in a microcentrifuge
tube cap (1 cm in diameter) containing hydrophilic cotton. To avoid fermentation and
contamination, the food was changed every 3 days. The oviposition substrate was replaced
and eliminated whenever there was oviposition or dehydration. The parameters evaluated
were pre-oviposition period (days), oviposition (days), total fecundity (number of eggs per
female) and longevity (days) of males and females. The following parameters of the fertility
deviation table were calculated from the biological data: duration of each generation (T), net
rate of reproduction (Ro), infinitesimal ratio of increase (rm) and finite ratio of increase ().
Statistical analysis. The data of duration (days) and viability (%) of the biological cycle
(egg to adult), period of oviposition (days), oviposition (days) and total fecundity (number of
eggs per female) were submitted to normality testing using the Shapiro-Wilk test (1965) and
homoscedasticity or homogeneity of the error variance by Hartley (1950) and Bartlett (1937).
Subsequently, they were submitted for analysis of variance (ANOVA) through the F test (P <
0.05), performed by the SAS® GLM procedure (SAS Institute 2011). The statistical
significance of means was compared by the Tukey test (P < 0.05). The possible deviation in

sex ratio was compared using the chi-square test (x?) (P < 0.05) (PROC FREQ, SAS Institute
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2011). The longevity of adults of D. suzukii was analyzed by survival curves using the
Kaplan-Meier estimator and then compared by means of the log-rank test with the aid of the R
Program (R Development Core Team 2011). Fertility life table parameters were estimated
using the Jackknife method using the Lifetable programming SAS (Maia et al. 2000) and the
means were compared by bilateral t-test (P < 0.05) by SAS® software (SAS Institute 2011).
Differences between treatments were determined at a significance level of a = 0.05 SAS®
(SAS Institute 2011).

Results

Biological parameters of D. suzukii in artificial diets. The biological behavior of D.
suzukii varied according to the type of artificial diet tested (Table 1). The shortest
development period (egg to adult) was observed in larvae fed on Diet A (12.0 days), which
was statistically lower for both females (Fs72 = 35.8; P < 0.0001) compared to males (Fs72 =
53.40; P < 0.0001) in relation to Diets B (12.8 days) and C (14.5 days) (Fig. 1).

In relation to the viability of the biological cycle (egg to adult), larvae fed from Diet A
(83%) and Diet C (74%) presented the highest viability from egg to adult, being statistically
superior (F272 = 18.41; P < 0.0001) to that observed in larvae that developed on Diet B (42%)
(Fig. 2). However, the chi-square test showed no significant differences in sex ratio (y° =
11.69; d.f. =2.38; P = 0.3403) (Table 2). In addition, no significant differences were
observed in the pre-oviposition period (Fss> = 0.04; P > 0.9580), oviposition (Fs2,2 = 0.03; P >
0.9664) and total fecundity (Fss> = 0.14; P > 0.8710), independent of the artificial diet
formulation tested (Table 2).

The survival curve showed significant differences in the longevity of females (x> = 80.27;
d.f.=2; P=0.7661) (Diet A = 119 days, Diet B = 120 days, Diet C = 116 days) and males ()
=80.27; d.f. =2; P = 0.2657) (Diet A = 115 days, Diet B = 121 day, Diet C = 92 days) in

larvae fed on different diets (Fig. 3 a,b). However, females lived longer when compared to
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males (Fig. 3 a, b), presenting a peak oviposition between 30 and 40 days after emergence
(Fig. 4).

Fertility life table of D. suzukii. The high reproductive capacity observed in the insects
from Diets A and C was reflected positively in the fertility life table in all biological
parameters evaluated. The values of T were not significantly different (P < 0.05) for insects
fed on Diet A (35.8 days) and C (34.6 days) (Table 3), presenting a significantly lower period
between generations (P < 0.05), compared to those fed on Diet B (37.3 days) (Table 3). The
values of the net reproduction rate (Ro) indicated that the adults from Diets A and C were not
negatively affected (P < 0.05) by the type of food diet (Table 3). However, larvae fed on Diet
B showed a significant reduction (42%) in the number of offspring when compared to insects
on Diet A (Table 3). Based on these results, approximately 35 days (T) of development of D.
suzukii in Diets A and C are expected to produce 257.3 and 210.3 females resulting from each
female in the reproductive phase, respectively (Table 3). In contrast, in the 37.3 day (T)
period, 116 females/female are expected when the insects are fed with Diet B (Table 3).
Similarly, Diet B also provided a lower increase (20%) in the intrinsic rate of growth (rm)
(20%) and a reduction (3%) in the daily population increase (A) compared to insects fed with
Diets A and C.

Discussion

In the present study, it was verified that the different artificial diet formulations tested gave
D. suzukii the ability to complete the biological cycle (egg to adult) and to generate offspring.
These parameters, associated with morphological criteria (presence of anomalies), biometric
criteria (biological and morphometric parameters), nutritional criteria and life tables, define
whether the composition of an artificial diet has the potential to be used for insect rearing and
maintenance in the laboratory (Parra 2012). In addition, the formulated food substrate should

produce insects with a biological cycle similar to the one found in nature, give rise to insects
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with high reproductive capacity, maintain the quality of insects throughout the generations,
and support the evolution of the biological cycle (egg to adult) equal to or greater than 75%
(Parra 2012).

In studies conducted with D. suzukii, variations were observed in the development of the
cycle (egg to adult) (Kanzawa 1939, Emiljanowicz et al. 2014, Jaramillo et al. 2015), which
occurred with insects bred on Diet B, where they required a longer time to reach adulthood.
This fact may be associated with the bioecological behavior of the pest in infesting and
feeding internally on fruits with softened consistencies. In the present study, the fact that Diet
B presents a higher percentage of agar (more than 45%) when compared to Diets A and C
may have hindered the penetration and feeding of the larvae in this diet. This greater
resistance/consistency Diet B provided to larvae of D. suzukii caused a higher larval mortality
and, consequently, a lower viability of the biological cycle (egg to adult). Diet B also showed
the highest cost of ingredients (US$ 3.22), in comparision to the Diets A (US$ 2.52) and C
(US$ 2.31).

An artificial diet, in addition to providing good adaptation and biological performance for
insects, should also contain ingredients in its composition that are low cost and easy to
acquire (Parra 2012). In the present study, in addition to agar providing a denser consistency
in the artificial diet and being responsible for negative effects during the immature phase of
D. suzukii (Diet B), it is also considered the ingredient with the highest acquisition cost
(US$87 per 0.5 kg of product - Pure Bacteriological Agar). In general, the accelerated egg-to-
adult development of D. suzukii in Diets A and C, without a decrease in fitness, is a
consequence of a high-quality nutrition source for larvae (Edgar 2006). A shorter
development time may provide adaptive advantages to individuals, decreasing a possible

competition (intra or interspecific) with other organisms in nature after the tegument rupture
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of the fruit and reducing the risk of predation or parasitism by natural or accidental enemies
through consumption of the fruit (Dmitriew 2011).

The differences observed in some biological parameters when the insects were fed on Diet
B did not negatively affect the reproductive period of D. suzukii, which began approximately
on the eighth day after the emergence of adults in all treatments, and it also did not affect the
period ranging from 52 to 54 days. These factors gave the insects similarity in relation to the
maximum total number of eggs over the long-lived period of females, including 1355 eggs
(Diet A), 1649 eggs (Diet B) and 1412 eggs (Diet C), with a mean fecundity ranging from
569.70 to 631.44 eggs per female, corroborating with the results observed by Emiljanowicz et
al. (2014) and higher than those described by Kanzawa (1939).

One of the factors that can directly affect the fecundity of insects is the type of food diet
provided for adulthood. For drosophilids, studies have shown that brewer's yeast is the major
influence on oviposition rate (Tu and Tatar 2003, Becher et al. 2012). To minimize these
effects, in the present study, all adults received the same artificial diet composition. The
oviposition peak ranged from 30 to 40 days for all treatments (Diets A, B and C),
demonstrating that females of D. suzukii showed the highest reproductive capacity in the first
third of life, which also occurs with Drosophila melanogaster Meigen 1830 (Diptera:
Drosophilidae) (Sheeba et al. 2000). For Emiljanowicz et al. (2014), significant differences
were observed in peak egg production when virgin males were replanted (= 40 days) to mate
with females and when males of the same age as females were maintained (= 70 days). The
authors explain that there is an increase in the performance of males over time, which was not
verified in our study.

The females showed a longevity of 119 days (Diet A), 121 days (Diet B) and 116 days
(Diet C), which was less than the 154 days observed by Emiljanowicz et al. (2014). This

decrease in longevity may be associated with the thermal condition differences to which the
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insects were exposed. In the present study, the experiments were carried out at a temperature
of 23°C, while the previous studies were carried out at a temperature of 22°C (Emiljanowicz
et al. 2014). This fact was supported by a study with D. melanogaster in which the longevity
of adults maintained at 18°C was much higher than that observed with adults exposed to 29°C
(Linford et al. 2013).

The low adequacy and performance of D. suzukii larvae when fed on Diet B resulted in
negative effects on the parameters of the fertility life table, providing a lower capacity for
population increase of the species over the generations when compared to larvae fed with
Diets A and C. Insects reared on these two food substrates during the larval phase (Diet A and
C) tended to increase the number of offspring more rapidly over time, which is of paramount
importance for the rearing and multiplication of insects in the laboratory for new studies or
the development of management strategies. Although there are already studies on the
evaluation of some biological parameters of D. suzukii (Emiljanowicz et al. 2014, Jaramillo et
al. 2015), this work is the first reference based on the estimate of the fertility life table of D.
suzukii in different artificial diets. Therefore, based on the biological results and the estimates
of the fertility life table values, Diets A (cornmeal - glucose - yeast) and C (cornmeal -
molasses - yeast) are suitable for the rearing and multiplication of D. suzukii in the laboratory.
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Fig. 1. Egg to adult development time for Drosophila suzukii larvae on different artificial
diets. Diet A (cornmeal — glucose — yeast), B (cornmeal — sugar — yeast) and C (cornmeal —
molasses — yeast). Columns with the same color followed by different letters differ

significantly from each other by Tukey (P < 0.05).
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Fig. 2. Viability (%) of the biological cycle (egg to adult) of Drosophila suzukii in different
artificial diets. Diet A (cornmeal — glucose — yeast), B (cornmeal — sugar — yeast) and C
(cornmeal — molasses — yeast). Columns followed by different letters differ significantly from

each other by Tukey (P < 0.05).
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Table 1. Costs and components used in the preparation of artificial diets for the rearing of
Drosophila suzukii.

Amount added per litert

Ingredients

Diet Al Diet B? Diet C3
Agar 8¢ 11849 6.89
Cornmeal (Yoki®) 80 g 3299 65 g
Glucose (Marvi®) 100 g - -
Sugar (Caravelas®) - 52.6¢ -
Yeast (Delaware®) 40 g 18.42 g 13 g
Methyl paraben (Nipagin®) (10%) 8 mL - 145 mL
Molasses (Melagos Bartz®) - - 55 mL
Ethanol 95% purity (Synth®) - 8.8 mL -
Propionic acid (Sigma-Aldrich®) 3mL 4.7 mL -
Propionic acid (Sigma-Aldrich®) - - 244
sodium Salt (Diana®)
Cost per liter (US$) 2.52 3.22 2.31

11000 mL of distilled water.

! Diet of Matsubayashi et al. (1992).

2 Diet of Dalton et al. (2011) and Emiljanowicz et al. (2014).

3 Modified diet of Reed et al. (2010) and Jaramillo et al. (2015).
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Table 2. Biological parameters of Drosophila suzukii on different artificial diets.

Biological Parameters? Diet Al Diet B2 Diet C*
Sex ratio (2/2+3) 0.50 " 0.43 0.50
Pre-oviposition (days) 7.80+0.78"™ 8.00+0.79 8.15+0.97
Oviposition (days) 53.05+4.60 "™ 52.75 + 4.60 54.36 + 4.65
Total fecundity 612.70 £ 71.43™ 631.44+£93.60 569.70 + 89.54

!Diet of Matsubayashi et al. (1992) (cornmeal — glucose — yeast)

ZDiet of Dalton et al. (2011) and Emiljanowicz et al. (2014) (cornmeal — sugar — yeast)
3Modified diet of Reed et al. (2010) and Jaramillo et al. (2015) (cornmeal — molasses — yeast)
&\/alues represented as the mean + SE.

"> No significant difference in the line.
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Table 3. Fertility life table parameters of Drosophila suzukii when fed with different artificial

diets.
Biological Parameters? Diet Al Diet B2 Diet C3
T (days) 35.87 +1.33 a 37.35+1.42 a 34.63+1.98a
Ro(9/%) 257.32 £ 30.00 a 116.16 +17.2b 210.79£33.12 a
(% / Q*days) 0.155 % 0.006 a 0.127+0.005b  0.154+0.008 a
A 1.167 £ 0.007 a 1.136 £ 0.006 b 1.167+£0.011 a

!Diet of Matsubayashi et al. (1992) (cornmeal — glucose — yeast)

2Diet of Dalton et al. (2011) and Emiljanowicz et al. (2014) (cornmeal — sugar — yeast)

3Modified diet of Reed et al. (2010) and Jaramillo et al. (2015) (cornmeal — molasses — yeast)

%V/alues represent the mean + SE obtained from the Jackknife method through the SAS

program. T = duration of each generation; Ro = net rate of reproduction; rm = infinitesimal

ratio of increase and A = finite ratio of increase. For each parameter evaluated, values

followed by the same letter in the row did not differ significantly from each other (P > 0.05).
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Resumo - A temperatura € um fator determinante para desenvolvimento e estabelecimento de
insetos-pragas em um determinado local. Os objetivos do presente estudo foram verificar o
impacto de diferentes temperaturas constantes (13, 18, 23, 25, 28, 30 e 33°C) nos parametros
bioldgicos e no tamanho corporal de populacdes sul-americanas de Drosophila suzukii
(Diptera: Drosophilidae) em laboratorio, determinar as exigéncias térmicas e estimar o
numero de geragdes anuais do inseto em regides produtoras de pequenas frutas no Brasil.
Temperaturas de 25 e 28°C proporcionaram os menores periodos de desenvolvimento (ovo a
adulto) (= 10 dias) . As maiores viabilidades do ciclo biologico (81% e 69%) foram
verificadas a 23 e 25°C, respectivamente, assim como influenciaram positivamente nos
parametros de tabela de vida de fertilidade. Em contraste, as temperaturas de 13 e 28°C
proveram os insetos com 0s maiores e menores tamanhos, ocasionaram reducées de 99% e
93% na capacidade reprodutiva (Ro) e de 97% e 46% na capacidade de aumento populacional
da espécie em cada geragéo (rm) de D. suzukii. Nas temperaturas de 30 e 33°C n&o ocorreu
emergéncia de adultos. Com base no desenvolvimento do ciclo biolégico (ovo-adulto), a
temperatura base (TT) foi de 7,85°C e a constante térmica (K) 185,87 GD, e o numero de
geracOes anuais de D. suzukii variou de 17,18 em regides frias a 27,20 para as regides
guentes. As informacdes contidas no presente estudo sdo de suma importancia para o
entendimento e delineamento de estratégias de manejo, principalmente, para fazer inferéncias

sobre a previsdo da ocorréncia da praga e tomadas de decisdes.

Palavras-chave: Drosofila-da-asa-manchada, fecundidade, ciclo de vida, longevidade.
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Abstract — Temperature is a decisive factor for development and establishment of pest-
insects in a certain location. The goal of this study was to verify the impact of different
constant temperatures (13, 18, 23, 25, 28, 30 and 33°C) over biological parameters and body
size of South American Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) populations in
laboratory, to determine thermal requirements and to estimate the number of annual insect
generations in regions of Brazil that produce small fruits. Temperatures of 25 and 28°C allow
shorter development periods (egg to adult) (= 10 days). The highest biological cycle
viabilities (81% and 69%) were recorded at 23 and 25° C, respectively, as well as the best
results of the fertility life table parameters. In contrast, temperatures of 13 and 28 °C
promoted insects with largest and smallest body sizes, respectively, leading to 99 % and 93 %
reductions in the reproductive capacity (Ro) and 97% and 46% population growth capacity at
each generation (rm) of D. suzukii. Under temperatures of 30 and 33°C no adult emergence
occurred. Based on the development of the biological cycle (egg to adult), the lower
temperature threshold (TT) was 7.85°C and the thermal constant (K) 185.87 GD, and annual
number of D. suzukii generations varied between 17.18 for cold regions and 27.20 for warmer
regions of Brazil. The information contained in this work are of the utmost importance for
understanding and designing management strategies, mostly, in order to infer on the

prediction pest incurrences and decision-making.

Keywords: Spotted wing drosophila, fecundity, life cycle, longevity.
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MENSAGEM CHAVE

e Foram avaliados o efeito de sete temperaturas sobre a biologia, tamanho de corpo e
exigéncias térmicas de uma populacdo sul-americana de D. suzukii.

e As melhores temperaturas para o desenvolvimento de SWD sédo 23 e 25°C.

e Esse é o primeiro estudo a abordar os efeitos de temperatura sobre aspectos bioldgicos
de populag@es sul-americanas de D. suzukii, e auxiliara no desenvolvimento de

técnicas de criacdo e manejo da praga.

DECLARACAO DE CONTRIBUICAO DOS AUTORES
DCHS, JW, APK e FRMG idealizaram e delinearam os experimentos. DCHS, JW, APK,
LNM e CMT conduziram os experimentos. DB realizou as analises estatisticas. DCHS

escreveu 0 manuscrito. Todos os autores leram e aprovaram 0 manuscrito.
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INTRODUCAO

A temperatura € um dos principais fatores que atuam nas mudancgas dos processos
fisioldgicos, ecoldgicos e de desenvolvimento dos insetos (Angilletta et al. 2004). Entretanto,
a preferéncia térmica € variavel para cada espécie e, geralmente, corresponde as temperaturas
que favorecem a maximizacao de processos metabdlicos como digestdo, atuacdo enzimatica e
perpetuacdo da espécie no ambiente (Dillon et al. 2009). Pequenos ectotérmicos, como 0s
insetos pertencentes a familia Drosophilidae, ndo sdo capazes de regular a temperatura
corporal endogenamente, e dependem, quase que exclusivamente, das condi¢cGes ambientais
para proporcionar o equilibrio térmico (Dillon et al. 2009). A temperatura também é um fator
determinante para o tamanho do corpo desses insetos, sendo frequente a correlacdo negativa
entre tamanho do corpo e temperatura, influenciada pela plasticidade fenotipica inerente a

cada espécie (Norry and Loeschke 2002; Bochdanovits and Jong 2003; Jalal et al. 2015).

A droséfila-da-asa-manchada (SWD), Drosophila suzukii (Matsumura) (Diptera:
Drosophilidae) é uma praga de pequenos frutos oriunda da Asia, e ja estabelecida em diversos
paises da América do Norte, Europa e América do Sul (Walsh et al. 2011; Cini et al. 2012;
Depré et al. 2014; Andreazza et al. 2017) e com elevada capacidade de adaptacdo em paises
do continente africano e Oceania, onde ainda é ausente (Dos Santos et al. 2017). Estudos
genéticos apontam que as populacdes sul-americanas sao originarias de uma mistura genética
entre individuos do sudoeste e leste dos EUA, e que a diversidade genética nas populacdes
introduzidas pode aumentar o sucesso da invasao e facilitar a colonizagéo de novos habitats

(Fraimount et al. 2017).

Devido a presenca de um aparelho ovipositor robusto e serreado, fémeas de D. suzukii
apresentam capacidade de perfurar e depositar ovos no interior de frutos maduros e integros

(Walsh et al. 2011; Cini et al. 2012), e as lesdes causadas na parte externa do tegumento
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podem servir de porta de entrada para pragas secundarias e agentes fitopatogénicos,

acelerando as perdas de producéo (Dreves et al. 2009; Bolda et al. 2010).

Variagdes climaticas locais podem influenciar diretamente a taxa de crescimento
populacional e 0 comportamento bioldgico de D. suzukii (Kimura 1988; Kimura 2004; Dalton
et al. 2011; Kinjo et al. 2014; Tochen et al. 2014; Ryan et al. 2016; Zerulla et al. 2017), sendo
a umidade e a temperatura os principais fatores limitantes para a sobrevivéncia da espécie ao
longo das geracdes (Tochen et al. 2014; Asplen et al. 2015; Ryan et al. 2016; Aly et al. 2017,
Zerulla et al. 2017).

Estudos demonstraram que devido a elevada plasticidade fenotipica das larvas e adultos
de D. suzukii, a espécie conseguiu adaptar-se a diferentes locais em um curto periodo de
tempo (Shearer et al. 2016; Wallingford et al. 2016). Entretanto, pouco se sabe sobre o
potencial bidtico da espécie quando submetida a diferentes condicdes térmicas ao longo das
geracOes. Este entendimento é de suma importancia para definir e elaborar a melhor estratégia
de manejo e, principalmente, fazer inferéncias sobre a previsdo da ocorréncia da praga no
campo (Tochen et al. 2014).

No Brasil, ap6s os primeiros registros de ocorréncia da SWD em 2013 (Depra et al.
2014), rapidamente ocorreu uma disseminacdo descontrolada da espécie em diversos estados
brasileiros, desde a regido Sul onde ocorre a predominancia de temperaturas baixas durante 0s
meses de junho a agosto (periodo de inverno), até as regides do sudeste brasileiro que
apresentam temperaturas amenas a elevadas durante todo o ano (Andreazza et al. 2017; Depra
et al. 2014; Vilela and Mori 2014; Dos Santos et al. 2017). Posteriormente, D. suzukii foi
registrada em diversos outros paises da América do Sul como Uruguai, Argentina e Chile
(Gonzélez et al. 2015, Medina-Mufioz et al. 2015; Santadino et al. 2015), que apresentam
condicdes térmicas similares as regides de ocorréncia da praga no Brasil. Frente a isso, 0

presente estudo teve por objetivo verificar os efeitos da temperatura no comportamento
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bioldgico e tamanho corporal de D. suzukii, assim como, determinar a exigéncia térmica e
estimar o numero de geracdes anuais do inseto nos principais polos de producédo de pequenas

frutas do Brasil.

MATERIAL E METODOS
Criacdo e manutencéo de D. suzukii

Os insetos que originaram a criacdo de D. suzukii foram obtidos através de frutos
infestados de amora (Rubus spp.), coletados em janeiro de 2016, no municipio de Pelotas, Rio
Grande do Sul, Brasil (31°38°20°°S e 52°30°43°’W). Apds a coleta, os frutos foram
acondicionados em caixa térmica e encaminhados ao laboratério, onde foram pesados e
individualizados em potes plasticos (150 mL) com tampa perfurada (2 cm de diametro)
coberto com tecido voile, contendo uma fina camada de vermiculita (1 cm). Os frutos foram
mantidos em sala climatizada a temperatura de 23+2°C, 70£10% de umidade relativa (UR) e
12:12h (L:D) até a emergéncia dos adultos. Apos a emergéncia foi procedida a confirmacao
especifica através de caracteres taxonémicos (Vlach 2013). Posteriormente, as moscas
(machos e fémeas) foram transferidos para um recipientes de vidro de fundo chato (8,5 cm de
altura por 2,5 cm de diametro) contendo dieta artificial (8 mL), a base de farinha de milho,

acucar e levedura, seguindo a metodologia proposta por Schlesener et al. (2017).
Parametros biol6gicos de D. suzukii em temperaturas constantes

Setenta casais de D. suzukii com nove dias de idade provenientes da criagdo de
manutencdo foram separados e acondicionados em recipientes plasticos com tampa (250 mL).
Posteriormente, para a obtengdo dos ovos, foi utilizado um substrato de oviposicao
constituido por uma mistura de agar (19 g), gelatina de framboesa (10 g), metil parabeno

(Nipagin®) (0,8 g dissolvidos em 8 mL de alcool etilico absoluto 99,9%) e gua destilada (850
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mL), seguindo a metodologia adaptada de Salles (1992). Apos a gelificacdo da mistura, uma
porcdo semicircular (2,5 cm de didametro por 1 cm de espessura) do substrato foi adicionada
para cada recipiente. Decorrido 24 h, os adultos foram removidos, e com auxilio de uma
lamina de corte foram separadas porcGes do substrato contendo 10 ovos, e inoculados em
recipientes de vidro de fundo chato (8,5 cm de altura por 2,5 cm de diametro) contendo dieta
artificial (8 mL) (Schlesener et al. 2017). Apds inoculagéo, os recipientes de vidro foram
fechados na parte superior com algodéo hidrofilo e acondicionados em cameras climatizadas
B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand), reguladas com temperatura constante, 70+10% UR e
12:12h (L:D). Os tratamentos (temperaturas) utilizados foram 13, 18, 23, 25, 28, 30, 33°C, em
um delineamento experimental inteiramente casualizado, com 20 repeticdes por temperatura,
sendo cada repeticdo composta por 10 ovos de D. suzukii de até 24 horas. Os parametros
bioldgicos avaliados foram duracéo (dias) e viabilidade (%) do ciclo biolégico (ovo a adulto)
e razdo sexual (rs). A duracdo e viabilidade do ciclo biolégico foram avaliadas diariamente. A
razdo sexual foi calculada a partir da equacéo rs = fémeas / (fémeas + machos). Apos a
emergéncia, 17 casais de até 24 h de idade de cada temperatura avaliada foram
acondicionados em gaiolas plasticas confeccionadas a partir de recipientes plasticos
transparentes com tampa (200 mL), posicionados de forma invertida e mantidos nas mesmas
condicdes de desenvolvimento. Para facilitar as trocas gasosas, foi produzida uma abertura (2
cm de diametro) na parte superior da gaiola e recoberto com tecido voile para evitar a fuga
dos insetos. Posteriormente, para cada casal de D. suzukii foi oferecido um substrato de
oviposicdo conforme descrito anteriormente e alimento. Como substrato de alimentacdo aos
adultos foi oferecido uma mistura hidratada de agucar refinado, extrato de levedura de cerveja
[Bionis YE MS and Bionis YE NF (Biorigen®)], gérmen de trigo cru (Walmon®), na
proporcao de 3:1:1 e agua, colocado sobre algodéo hidrofilo e acondicionado no interior de

um recipiente plastico (1 cm de didmetro), seguindo metodologia adaptada proposta por
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Nunes et al. (2013). O alimento foi substituido a cada trés dias, para evitar fermentacao e
contaminacdo. O substrato de oviposicao foi trocado sempre que houvesse presenca de ovos
ou estivesse desidratado. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 17
repeticdes por temperatura (casal de D. suzukii). Os parametros bioldgicos avaliados foram
periodo pré-oviposicdo (dias), oviposicao (dias), pos-oviposicao (dias), fecundidade total
(ndmero de ovos por fémea), fecundidade diaria (nUmero de ovos por fémea por dia),
longevidade (dias) e viabilidade embrionéria (%). Para a avaliacdo da viabilidade embrionaria
foram retirados até 30 ovos dos substratos de oviposicdo por tratamento, a partir da segunda
postura, com auxilio de uma lamina de corte. Os ovos foram acondicionados em placas de
Petri (6 cm de diametro por 1,5 cm de espessura) contendo papel filtro umedecido para evitar
a desidratacao, e foram incubados por um periodo de 72h nas respectivas temperaturas de
origem. Os ovos que apresentaram tegumento rompido e cérion vazio foram considerados
viaveis, enquanto 0s que permaneceram targidos apés o periodo de avaliacdo foram
considerados inviaveis. A partir dos parametros bioldgicos de desenvolvimento de D. suzukii
foi calculada a tabela de vida de fertilidade estimando a duracdo de cada geracgdo (T), taxa

liquida de reproducdo (Ro), razdo infinitesimal de aumento (rm) e razéo finita de aumento ().
Determinacdo das exigéncias térmicas e numero de gera¢des anuais de D. suzukii

A partir da duracdo do periodo ovo-adulto de D. suzukii nas diferentes temperaturas
foi determinada a temperatura base (lower temperature thresholds - TT) e constante térmica
(K) através do método da hipérbole, proposto por Haddad e Parra (1984). Foi estimado o
provavel numero de geracfes anuais de D. suzukii com base nos graus-dias (GD) requeridos
para o desenvolvimento do inseto determinado em laboratdrio. Essa estimativa foi realizada
para oito municipios pertencentes as principais regides produtoras de pequenas frutas do pais,
sendo os municipios Caxias do Sul/RS, Pelotas/RS, Jaboti/PR, Sao Jose dos Pinhais/PR,

Atibaia/SP, Piedade/SP, Estiva/MG e Pouso Alegre/MG (Tabela 1). O calculo do numero de
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geracOes anuais de D. suzukii foi determinado atraves da equacdo K =y (T —TT), sendo K =
numero de graus-dias, y = numero de dias necessarios para completar o ciclo, T = temperatura
média anual do local e TT = temperatura base de desenvolvimento de D. suzukii em
laboratério. Os dados climatoldgicos (temperatura media anual) de cada localidade estudada
foram coletados a partir de estacGes meteoroldgicas locais ou distanciadas no maximo 30 km

do local do estudo (Tabela 1).
Efeito de temperaturas sobre o tamanho do corpo de adultos de D. suzukii.

Para determinar a influéncia da temperatura no tamanho corporal de adultos de D.
suzukii, foram utilizadas medidas (mm) a partir da asa e térax (mesonoto + escutelo), de até
60 individuos (30 machos e 30 fémeas) por temperatura, seguindo a metodologia adaptada
proposta por Jaramillo et al. (2015). Adultos provenientes de cada temperatura e que nao
foram utilizados nos demais experimentos, foram acondicionados em frascos (1,5 mL)
contendo alcool 70%, ap6s a expansdo total das asas, endurecimento da cuticula e surgimento
completo das machas nas asas dos machos. Posteriormente, com auxilio de uma pinca, as asas
direitas dos adultos, machos e fémeas, foram cuidadosamente removidas e montadas sobre
lamina de microscopia, cobertas por laminula. A medida tomada para asa compreendeu a
distancia entre a base inferior da veia transversal anterior até o apice da veia longitudinal 111
(Fig. 1A). Para a medicdo do térax, o corpo do inseto foi posicionado lateralmente sobre
lamina de microscopia, e as medidas anotadas a partir da base superior da insercéo entre a
cabeca e a porcdo final anterior do mesonoto até a por¢édo mais distal do escutelo (Fig. 1B).
As medigdes das asas e torax foram obtidas através de esteromicroscopio Discovery V20,

equipado com camera digital Zeiss AxioCam MRc.
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Anadlise estatistica

A duracdo (dias) e viabilidade (%) do ciclo bioldgico (ovo a adulto), periodo de pré-
oviposicdo (dias), oviposicdo (dias), pos-oviposicdo (dias), fecundidade total, fertilidade e
tamanho do corpo (mm) (asa e térax), foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk (1965) e homocedasticidade por Hartley (1950) e Bartlett (1937). Posteriormente, as
médias foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) através do teste F (P < 0,05),
realizada pelo procedimento GLM do SAS® (SAS Institute 2011). Constatando-se
significancia estatistica, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05). O
possivel desvio na proporgdo dos sexos foi comparado pelo teste de Qui-quadrado (x2) (P <
0,05) (PROC FREQ, SAS Institute 2011). A longevidade (dias) de adultos de D. suzukii foi
analisada mediante as curvas de sobrevivéncia, através do estimador de Kaplan-Meier e,
posteriormente, comparadas por meio do teste de log-rank com o auxilio do Programa R® (R
Development Core Team 2011). Os parametros da tabela de vida de fertilidade foram
estimados pelo método Jackknife utilizando a programacéo Lifetable.SAS (Maia et al. 2000) e
as médias comparadas pelo teste t bilateral (P < 0,05) pelo software SAS® (SAS Institute
2011). As diferencas entre os tratamentos foram determinadas a um nivel de significancia de

o= 0,05 SAS® (SAS Institute 2011).
RESULTADOS
Parémetros bioldgicos de D. suzukii em diferentes temperaturas

Foi observada formacéo de pupas inviaveis a 30°C, no entanto ndo houve emergéncia
de adultos nas temperaturas de 30 e 33°C. Em relacdo ao tempo de desenvolvimento do ciclo
bioldgico (ovo-adulto) foi observado que na temperatura de 25 e 28°C (=10 dias)
apresentaram os menores tempos de desenvolvimento (F = 224,94, d.f. = 4;80, P > 0,0001)

quando comparado com as temperaturas 13°C (39,3 dias), 18°C (18,5 dias) e 23°C (12 dias)
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(Fig. 2A). As maiores viabilidades do ciclo biolégico (ovo a adulto) foram registradas a 23°C
(81%) e 25°C (69%) (F = 55,62, d.f. = 4,95, P > 0,0001), sendo superiores quando
comparados com insetos acondicionados nas temperaturas de 28°C (59%), 18°C (58%) e
13°C (14%) (Fig. 2B). Pelo teste de qui-quadrado foi verificado que a razéo sexual néo foi

influenciada pela temperatura (x> = 20,00, d.f. = 4;16, P = 0,2202) (Tabela 2).

Adultos de D. suzukii mantidos na temperatura de 13°C apresentaram 0s maiores
periodo de pre-oviposigédo (55 dias) (F = 93,05, d.f. = 4;65, P > 0,0001), oviposicdo (93 dias)
(F=8,74,d.f. =4;75, P < 0,0001) e pds-oviposicdo (63 dias) (F = 12,58, d.f. = 4,75, P <
0,0001) quando comparados com insetos acondicionados nas demais temperaturas (Tabela 2).
Os maiores picos de oviposicao (nimero médio de ovos por fémea por dia) foram registrados
entre 0 20° e 40° dia apds emergéncia das fémeas de D. suzukii, com excecédo de 13°C que
manteve a taxa de postura constantemente baixa ao longo da sobrevivéncia dos insetos
(Figura 3). A menor fecundidade total também foi verificada a 13°C (16,19 ovos) que,
juntamente, com a temperatura de 28°C (52,88 ovos) apresentaram as menores taxas de
oviposicdo (F = 22,22, d.f. = 4,80, P <0,0001), quando comparado com fémeas mantidas a
23°C (582,35 ovos), 25°C (350,06 ovos) e 18°C (166,41 ovos) (Tabela 2). Ademais, ovos
acondicionados a 18 e 23°C apresentaram a maior viabilidade embrionaria (93 e 95%,
respectivamente) (F = 104,46, d.f. = 4;73, P < 0,0001) (Tabela 2), sendo que ovos mantidos a
28°C foram totalmente inviaveis. As maiores longevidades médias foram observadas para
insetos criados a temperatura constante de 13°C, tanto para fémeas (201,2 dias) (x> = 80,9; d.f.
= 4; P <0,0001) (Fig. 4A) quanto para machos (145,7 dias) (x> = 60,5; d.f. = 4; P < 0,0001)
de D. suzukii (Fig. 4B). Contudo, o tempo medio de sobrevivéncia (mean survival time —
MST) foi decrescendo significativamente para fémeas mantidas a 18°C (116,18 dias), 23°C

(77,9 dias), 25°C (66,7 dias) e 28°C (50,7 dias) (Fig. 4A) e machos a 18°C (110,3 dias), 23°C
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(71,9 dias), 25°C (50,1 dias) e 28°C (46,9 dias) (Fig. 4B) a medida que a temperatura

aumentou.
Tabela de vida de fertilidade de D. suzukii em diferentes temperaturas

O melhor desempenho bioldgico observado nos insetos criados as temperaturas de 23
e 25°C refletiu positivamente em todos os parametros bioldgicos de tabela de vida de
fertilidade (Tabela 3). Insetos mantidos nas temperaturas de 23°C (28,91 dias) e 25°C (28,76
dias) apresentaram os menores tempos de desenvolvimento (T) entre geracGes (Tabela 3).
Entretanto, quando submetidos constantemente a 13°C apresentaram o maior periodo de T
(134,62 dias) (Tabela 3). Em aproximadamente 28 dias (T) de desenvolvimento, nas
temperaturas de 23 e 25°C, sdo esperadas a producao de 245,48 e 119,08 fémeas resultantes
de cada fémea na fase reprodutiva, respectivamente (Tabela 3). Entretanto, a 13°C e 28°C
houve uma reducao significativa (P < 0,05) de aproximadamente 99 e 93%, respectivamente,
na capacidade reprodutiva dos insetos (Ro = 1,85 e 17,70). Ademais, insetos acondicionados a
13 e 28°C foram afetados negativamente em relacdo a taxa intrinseca de crescimento (rm),
indicando uma reducdo de 97 e 46% na capacidade de aumento populacional da praga ao
longo do tempo (Tabela 3), assim como, no crescimento populacional diario (1) de D. suzukii
comparativamente as demais temperaturas avaliadas (Tabela 3).
Efeito das temperaturas sobre o tamanho do corpo de D. suzukii

Insetos mantidos nas menores temperaturas obtiveram os maiores tamanhos corporais.
Para o tamanho de asa dos machos foi observada diferenca significativa entre todos 0s
tratamentos (F = 192,58, d.f. = 4;90, P <0,0001), sendo observada as medidas de 1,92, 1,81,
1,59, 1,49 e 1,33 mm, para as temperaturas 13, 18, 23, 25 e 28°C, respectivamente. Para as
fémeas os maiores tamanhos de asa foram observados a 13°C (2,13 mm), seguido por 18°C
(2,02 mm), 23°C (1,77 mm), 25°C (1,68 mm) e 28°C (1,50 mm) (F = 498,18, d.f. = 4;126, P

< 0,0001) (Tabela 4). Entretanto, as variacbes observadas nas medig¢des do térax foram menos
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acentuadas, ndo havendo diferenca significativa (P < 0,05) entre as temperaturas 13°C (1,18
mm), 18°C (1,21 mm) e 23°C (1,17 mm) para machos e 13°C (1,38 mm) e 18°C (1,41 mm)
para fémeas, contudo, foram superiores estatisticamente de insetos mantidos nas temperaturas
de 25 e 28°C, para machos (F = 6,65, d.f. = 4;90, P <0,0001) e fémeas (F = 56,11, d.f. =
4;126, P < 0,0001) (Tabela 4).
Exigéncias térmicas e estimativa do numero de geracdes de D. suzukii em regides
produtoras de morango

Mediante a curva de regressao para o periodo de desenvolvimento do ciclo bioldgico
(ovo a adulto) em funcdo da temperatura, os dados ajustaram-se a equacao de segundo grau
(R? =0,95) (Fig. 5), com uma relacio significativamente inversa do tempo de
desenvolvimento a elevacao da temperatura, demonstrando que, acima de 95% das vezes, 0
decréscimo do tempo de desenvolvimento do ciclo bioldgico é explicado pelo aumento na
temperatura (Fig. 5). Com base na duracéo do periodo de ovo a adulto de D. suzukii quando
submetidas a diferentes temperaturas constantes, foi verificado que a temperaturas base (TT)
foi de 7,85°C, correspondendo a uma constante térmica (K) de 185,87 GD (Fig. 5). Tomando-
se por base os dados da constante térmica e as normais climatoldgicas de cada municipio, o
namero de geragdes anuais do inseto foi de 20,03 (Pelotas/RS), 17,18 (Caxias do Sul/RS),
17,77 (Séo Jose dos Pinhais/PR), 27,20 (Jaboti/PR); 22,09 (Estiva/MG), 23,66 (Pouso

Alegre/MG), 20,72 (Atibaia/SP) e 19,54 (Piedade/SP) (Tabela 1).

DISCUSSAO

O presente estudo fornece observacdes detalhadas sobre os parametros bioldgicos de
duracéo, sobrevivéncia e reproducdo de D. suzukii quando acondicionadas em diferentes
condicdes térmicas. As temperaturas ideais para o desenvolvimento do periodo de ovo a

adulto de D. suzukii foram de 23 a 25°C. O mesmo foi observado em trabalhos realizados por
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Kansawa (1939), Tochen et al. (2014) e Ryan et al. (2016). Entretanto, em temperaturas de 30
e 33°C ndo ocorreu emergéncia de adultos. Apesar da formacao de pupas de D. suzukii a
30°C, todas foram consideradas inviaveis devido a auséncia de insetos emergidos.

O fato de nenhum inseto ter emergido nas temperaturas de 30 e 33°C, ndo significa que
iSS0 ndo possa acontecer em situagdo de campo, uma vez que no campo ocorrem variagoes
térmicas ao longo do dia (Tochen et al. 2014) e as fases embrionarias (ovos, larvas e pupas)
estdo mais protegidas das varia¢fes climaticas no interior dos frutos. Entretanto, é um
indicativo de que a temperatura de 30°C pode estar proxima do limite superior de
desenvolvimento da espécie, assim como observado em outros trabalhos (Tochen et al. 2014;
Ryan et al. 2016). Em contraste, a 13°C ocorreu uma reducao significativa na taxas de
desenvolvimento, indicando que essa temperatura esta proxima do limite inferior de
desenvolvimento (TT = 7,85°C), assim como observado em estudos anteriores (TT variando
de 7,22 9,0°C) (Dalton et al. 2011; Tochen et al. 2014; Ryan et al. 2016).

Durante a fase adulta, os insetos mantidos a 13°C em dieta artificial apresentaram os
maiores periodos (dias) de pré-oviposi¢do, oviposicdo e pos-oviposicao, resultados similares
aos observados para insetos criados em frutos de cereja e mirtilo (Tochen et al. 2014). A baixa
fecundidade total e diaria em insetos mantidos a 13°C refletiu negativamente nos parametros
da tabela de vida de fertilidade (T, Ro, rm, e A). Entretanto, adultos, tanto fémeas quanto
machos, apresentaram longevidade aproximadamente trés a quatro vezes superior, quando
comparados com insetos criados nas temperaturas de 23, 25 e 28°C, corroborando com
Tochen et al. (2014).

Este comportamento biologico pode estar associado com a capacidade da espécie em
entrar em periodo de diapausa reprodutiva em condi¢Oes de baixa temperatura (Tochen et al.
2014; Rossi-Stacconi et al. 2016; Zhai et al. 2016; Wang et al. 2016), sendo esta uma

estratégia de sobrevivéncia nos periodos considerados criticos para a espécie (Kansawa 1939;
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Tochen et al. 2014). Esta habilidade de suportar condi¢Ges adversas no meio ambiente esta
associada a elevada plasticidade fenotipica da espécie, o que proporciona facil adaptacéo
ambiental para varios cenarios mundiais, e condiciona essa espécie como praga invasiva
(Shearer et al. 2016; Toxopeus et al. 2016; Wallingford et al. 2016).

De forma pratica, em condicdes naturais, as fémeas de D. suzukii podem copular antes
do inverno e depositar ovos férteis na estacdo seguinte, assim que as condic¢des climaticas se
tornem novamente favoraveis para a perpetuacdo da espécie (Dalton et al. 2011). Esta
habilidade reprodutiva associada a elevada plasticidade fenotipica da espécie pode ter sido
uma estratégia para a adaptacdo nas regides de primeira ocorréncia da SWD no Brasil (Depra
et al. 2014), locais de predominéncia de temperaturas baixas durante quatro meses do ano
(maio a agosto), e posteriormente, favoreceu a disseminacdo para diferentes regides
brasileiras que apresentam predominancia de temperaturas elevadas (Andreazza et al. 2017;
Dos Santos et al. 2017).

Em contraste, temperaturas de 23 e 25°C, consideradas ideais para o desenvolvimento
embrionario de D. suzukii (periodo de ovo a adulto) refletiram de maneira positiva no
crescimento populacional da espécie entre gera¢fes. Estudos anteriores demonstraram que a
temperatura 6tima reprodutiva com a maior taxa de oviposicao foi de 22,9°C (Ryan et al.
2016). Entretanto, os valores de fecundidade total observados a 23°C foram muito superiores
aos totais observados quando mantidas em frutos de mirtilo (19,8 ovos por fémea a 22°C)
(Tochen et al. 2014). Esta diferenca na fecundidade total pode estar relacionada ao substrato
de alimentacédo oferecido as larvas e adultos de D. suzukii (Aguila et al. 2013; Jaramillo et al.
2015).

Outra caracteristica significativa presente no estudo foi a variagdo do tamanho do corpo
de adultos de D. suzukii em fungéo da temperatura na qual os insetos foram submetidos.

Insetos criados e mantidos em temperaturas baixas (13 e 18°C) apresentaram um maior



61

tamanho corporal quando comparado com insetos mantidos nas demais temperaturas. Esta
diferenca pode estar associada com a acessibilidade das reservas energéticas de glicogénio
para adaptacédo da espécie (Bochdanovits and Jong 2003), e/ou pelo aumento do tamanho e
quantidade de células em insetos submetidos a baixas temperaturas (Jalal et al. 2015). Nao foi
estimada a taxa de glicogénio nos insetos, mas em estudos anteriores foi verificado que o
nivel de glicogénio se correlaciona positivamente com o tamanho de adultos e a baixa
viabilidade do ciclo biol6gico (ovo a adulto) (Bochdanovits and Jong 2003), conforme
verificado no presente estudo. O maior tamanho corporal das fémeas criadas em temperaturas
inferiores também ndo proporcionou um aumento na fecundidade, sendo que esse
comportamento ja foi observado para Drosophila melanogaster Meigen (Diptera:
Drosophilidae) (Nunney and Cheung 1997).

Com base nas exigéncias térmicas e graus dias, foram estimadas a ocorréncia de 17,18
geracOes anuais do inseto em regides de temperaturas mais frias (municipio de Caxias do
Sul/RS) e 27,20 geracbes por ano em regides mais quentes (municipio de Jaboti/PR).
Entretanto, é importante ressaltar que modelos que tem por base a determinacédo dos graus-
dias (GD) ndo sdo os mais indicados para estudos com espécies que apresentam sobreposicdo
de gerac0es e que sejam fortemente influenciadas por variacdes de temperatura, como € o
caso de D. suzukii (Tochen et al. 2014). Contudo, estimativas do numero de geracfes
baseados em resultados de laboratério sdo de suma importancia para auxiliar no manejo de D.
suzukii (Tochen et al. 2014; Wallingford et al. 2016), uma vez que fornecem dados que
permitem a previsdo de ocorréncia da praga, o estabelecimento de um monitoramento mais
eficiente e parametros para a tomada de deciséo.

No Brasil, as maiores regides produtoras de pequenas frutas estdo localizadas no Sul e
Sudeste, tendo como destaques os estados do Rio Grande do Sul, Parana, S&o Paulo e Minas

Gerais (Antunes et al. 2010), regides das quais foram selecionados 0s municipios levados em



62

consideracdo no presente estudo. Nestes locais, 0s cultivos de pequenas frutas predominantes
sdo morangueiro (Fragaria x ananassa), amoreira (Rubus spp), mirtileiro (Vaccinium spp) e
framboeseira (Rubus spp.) (Antunes et al. 2010), todos hospedeiros preferenciais de D. suzukii
(Lee et al. 2015). Este fato, aliado a habilidade de sobrevivéncia em condic¢des adversas de
temperatura, permitiu a rapida expansdo de SWD (menos de trés anos) para todas as regioes
brasileiras com cultivos de pequenas frutas (Andreazza et al. 2017; Dos Santos et al. 2017),
assim como, em paises vizinhos como Uruguai (Gonzélez et al. 2015), Argentina (Santadino
et al. 2015) e Chile (Medina-Mufioz et al. 2015).

Este trabalho é considerado o primeiro estudo que visou determinar 0s parametros
relacionados a tabela de vida de fertilidade de D. suzukii, quando submetidas a diferentes
condi¢cdes térmicas, em uma populacdo do hemisfério sul. Com o entendimento do
comportamento biolodgico da espécie, o estudo auxiliard no aperfeicoamento das técnicas de
criacdo em laboratério, para a implementacdo de novas estratégias de manejo do inseto, como
a técnica de controle autocida e controle bioldgico. Além disso, a determinacdo das exigéncias
térmicas e a estimativa do numero de geracGes anuais da praga, nas principais regides
produtoras de pequenas frutas no Brasil, contribuira para a previsdo de ocorréncia e surtos
populacionais do inseto no campo em funcédo das condi¢des térmicas locais. Contudo, estudos
futuros devem ser direcionados para validar e melhorar esse modelo de estimativa, levando em
consideracao outros fatores como umidade e fotoperiodo, que também atuam diretamente no
comportamento bioecoldgico de D. suzukii em um determinado local (Wallingford et al. 2016;
Tochen et al. 2016), e assim conseguir estabelecer um zoneamento ecoldgico que seja favoravel

ou desfavoravel para o desenvolvimento da espécie.
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Figura 1. Pontos de referéncia de Drosophila suzukii utilizados para a determinagéo da

medicao da asa (A) e torax (B).
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Figure 2. Duracdo (dias) (A) e viabilidade (%) do periodo do ciclo biolégico (ovo a adulto)
(B) de Drosophila suzukii em diferentes temperaturas. Médias seguidas de mesma letra nas

barras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 5. Curva da taxa de desenvolvimento do periodo de ovo a adulto de Drosophila suzukii

criadas em cinco temperaturas diferentes.
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Tabela 1. Municipios produtores de morango no Brasil, temperaturas médias anuais (°C), graus-dias anuais acumulados (GD) e provavel nimero

de geracOes anuais de Drosophila suzukii.

Municipio/Estado

Latitude

Longitude

Temperatura Média

Graus-dias

Provavel nimero

Anual (°C)* acumulados (GD) de geracBes/ano
Pelotas/RS 31°46°19”’S 52°20°33"W 18,0 3704,75 20,03
Caxias do Sul/RS 29°10°05°°S 51°10°46>°W 16,6 3193,75 17,18
S&o José dos Pinhais/PR 25°32°05°°S 49°12°23°W 16,9 3303,25 17,77
Jaboti/PR 23°44°36”’°S 50°04°33"W 21,7 5055,25 27,20
Estiva/MG 22°27°46”’°S 46°01°02°W 19,1 4106,25 22,09
Pouso Alegre/MG 22°13°48”°S 45°56’11°W 19,9 4398,25 23,66
Atibaia/SP 23°07°01°°S 46°33°01°W 18,4 3850,75 20,72
Piedade/SP 23°42°43”’S 47°25°40”°W 17,8 3631,75 19,54

* Dados metereoldgicos obtidos do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) (para os municipios de Pelotas/RS e Caxias do Sul/RS). Instituto Agronémico do Parana -
IAPAR (para o0 municipio de Jaboti/PR e Séo José dos Pinhais/PR), Universidade Federal de Itajuba - UNIFEI (para o municipio de Pouso Alegre/MG, Estiva/MG) e Centro
Integrado de Informagdes Agrometeorolégicas - CIIAGRO (para 0os municipios de Atibaia/SP e Piedade/SP).



Tabela 2. Pardmetros bioldgicos de Drosophila suzukii criadas em diferentes temperaturas.

73

Temperatura (°C)

Parametros

o
Biologicos 13 18 23 25 28 30 33
Razdo sexual 0,64™ 0,46 0,51 0,49 0,53 * *

Periodo pré-oviposicdo (dias)  55,21+2,34a
Periodo de oviposicao (dias) 93,43+ 1542 a
Periodo pds-oviposicdo (dias) 62,92 +15,01 a
Fecundidade Total 16,19+ 4,47 ¢

Viabilidade embrionéria (%) 59,54+ 145¢c

9,75+0,59b 6,00£0,45Db 7,23+0,35Db 12,06 +1,42Db
92,06 + 12,00 a 62,06 £ 6,07 b 55,41+481b 28,31+445¢c

18,50 £ 5,55 b 782+321c 3,58+0,98d 8,43+154c
166,41 £41,82¢c 582,35+85,72a 350,06+53,86b 52,88+17,87d

93,06 + 0,68 a 95,49 +0,64 a 70,58 £1,29 b -

aValores representam a média = EP. Médias seguidas de mesma letra nas linhas n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

*Nao houve emergéncia de adultos de Drosophila suzukii.

"s Ndo significativo na linha pelo teste do qui-quadrado
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Tabela 3. Tabela de vida de fertilidade de Drosophila suzukii em diferentes temperaturas.

Temperatura (°C)

Parametros

Biologicos® 13 18 23 25 28 30 33
T (dias) 13462+390a 41,12+232b 2891+103d  2876+100d  33,16+1,19¢ * *
Ro(2/9) 1,85+0443¢ 47,78+11,61c 24548+3610a 119,08+1832b 17,70%589d * *
m(Q /@ dias)  0,005+0,002¢ 0,094%0,008b 0,190+0,008a 0,166+0,008a 0,088+ 0,10 b * *
A 1,005+0,002¢ 1,099+0009b 1210+£0010a 1,181+0,010ab 1,092+ 0,011 b * *

\Valores representram média + EP obtidos pelo método Jacknife através do programa SAS. T = duracio de cada geracdo; Ro = taxa liquida de reproducio; rm-razao infinitesimal
de aumento e A = razdo finita de aumento. Para cada pardmetro avaliado, os valores seguidos pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si (P > 0,05).

*Né&o houve emergéncia de adultos de Drosophila suzukii.
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Tabela 4. Tamanho (mm) de asa e torax de adultos de Drosophila suzukii quando criados em

diferentes temperaturas constantes.

Temperatura Tamanho (mm)
(°C)® Asa & Toérax & Asa @ Torax @
13 192+0,015a 1,18 £ 0,010 ab 2,13+£0,011a 1,38 £ 0,010 ab
18 1,81+£0,017b 1,21+ 0,007 a 2,02+0,014b 1,41 +0,009 a
23 1,59+0,012¢c 1,17 £ 0,009 abc 1,77 +£0,015¢ 1,34 £ 0,017 bc
25 1,49 £ 0,008 d 1,12+0,010c 1,68 +£ 0,008 d 1,30 £ 0,008 c
28 1,33+£0,026 e 1,13 £ 0,026 bc 150+0,013e 1,17 £0,013 d
30 * * * *
33 * * * *

@\Valores representam a média + EP. Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

*Né&o houve emergéncia de adultos de D. suzukii
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Effects of insecticides on adults and eggs of Drosophila suzukii (Diptera, Drosophilidae)
Efecto de insecticidas sobre adultos y huevos de Drosophila suzukii (Diptera,
Drosophilidae)

DANIELE CRISTINE HOFFMANN SCHLESENER?, JUTIANE WOLLMANN?,
JULIANO DE BASTOS PAZINI!, ANDERSON DIONEI GRUTZMACHER?, FLAVIO
ROBERTO MELLO GARCIA®

Abstract: Drosophila suzukii (Diptera, Drosophilidae) is an exotic species, endemic to Asia
and currently a pest to small and stone fruits in several countries of North America and
Europe. It was detected in 2013 for the first time in South America, in the south of Brazil.
Unlike most drosophilids, this species deserves special attention, because the females are
capable of oviposit inside healthy fruits, rendering their sale and export prohibited. Despite
the confirmed existence of this species in different states of Brazil, this insect is yet been to be
given the pest status. Nevertheless, the mere presence of this species is enough to cause
concern to producers of small fruits and to justify further investigation for it’s control,
especially chemical control for a possible change in status. Therefore, the goal of this work
was to evaluate mortality of D. suzukii adults and ovicidal effect when exposed to different
insecticides registered for species of the Tephritidae and Agromyzidae families in different
cultures, in laboratory. The insecticides deltamethrin, dimethoate, spinosad, fenitrothion,
phosmet, malathion, methidathion, and zeta-cypermethrin resulted in mortality to 100% of the
subjects three days after the treatment (DAT). Regarding the effects over eggs, it was
established that the insecticides fenitrothion, malathion, and methidathion deemed 100% of
the eggs not viable, followed by phosmet and diflubenzuron, which also caused elevated

reduction in the eclosion of larvae two DAT.

Key words: Chemical control. Ovicidal activity. Spotted wing drosophila.
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Resumen: Drosophila suzukii (Diptera, Drosophilidae) es una especie exdtica, endémica del
Asia y actualmente es considerada plaga de pequefios frutos y frutas con hueso en varios
paises de Norteamérica y Europa. En 2013 fue detectada por primera vez en América del Sur,
en el sur de Brasil. A diferencia de la mayoria de drosofilidos, esta especie merece mucha
atencion debido a que las hembras son capaces ovipositar dentro de frutos sanos, tornando
imposible su comercializacion y exportacion. A pesar que la presencia de esta especie ya fue
confirmada en diferentes estados de Brasil, este insecto aun no alcanza la condicion de plaga.
Sin embargo, la simple presencia de esta especie provoca preocupacion a los productores de
pequefios frutos y justifica la investigacion de métodos de control, especialmente el control
quimico, el mismo que ayudaria a los fruticultores en caso que este insecto se torne una plaga.
Con estos antecedentes, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto ovicida y la
mortalidad de adultos D. suzukii a diferentes insecticidas registrados para especies de la
familia Tephritidae y Agromyzidae para varios cultivos, en el laboratorio. Los insecticidas
deltametrina, dimetoato, spinosad, fenitrotion, fosmet, malatién, metidation y zeta-
cipermetrina provocaron 100% de mortalidad de adultos tres dias después de la aplicacion
(DDA). Se constato que los insecticidas fenitrotion, malation y metidation inviabilizaron
100% de los huevos, seguidos por fosmet y diflubenzuron, que causaron una considerable

reduccién de eclosién de larvas dos DDA.

Palabras clave: Control quimico. Efecto ovicida. Drosophila de alas manchadas.
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Introduction

Brazil is the third largest producer of fruit, only surpassed by China and India.
However, production of small fruits is still low in relation to other fruit crops. Nevertheless,
the interest in strawberry, blueberry, and blackberry production, for instance, has been
increasing due to the great value associated to the products and easy placement in internal
markets (Agrianual 2015), as well as the possibility of exporting in order to supply the off
season demand in North American countries (Fachinello et al. 2011).

Drosophila suzukii is currently distributed in the Asian, European, and North and South
American continents (Depra et al., 2014) and distribution models indicate areas with high
environmental suitability for the occurrence of this species in the continents of Oceania and
Africa, even though no records of the occurrence of the species exist. (Dos Santos et al.
2017). The emergence of this new species, which has as its main hosts fruits with thin skin
and soft pulp, causes concern to producers of small fruits. This pest is considered one of the
worst threats to the production of thin skin fruits, such as blueberries, raspberries, cherries,
grapes, and strawberries in the USA. Total production and marketing of these fruits brings in
approximately US$ 2.6 billion a year. Losses estimated for the tri-state area in the 2008
harvest season reached US$ 421.5 million, whereas the backlash for strawberry crops reached
US$ 33.4 million, US$ 56.7 million for blueberry, and for raspberry and blackberry crops
US$ 174.8 million (Bolda et al. 2010). In Brazil, the first estimates of damage due D. suzukii
attacks took place in the municipality of Vacaria, Rio Grande do Sul. Nearly 30% of the
strawberries were infested with the pest, although economic losses generated by this attack
were not evaluated (Santos 2014).

The spotted-wing drosophila presents certain peculiarities that allow easy identification.
Adult males have a small dark spot on the leading edge of the wing near the tip, a striking
characteristic of this species, which originated its popular name. Furthermore, the species also
has a row of spines on the first and second tarsal segments, on the first pair of legs. On the
other hand, females do not present such spots, but they feature a narrow double-row serrated
ovipositor with a series of sclerotized teeth, which allow its insertion in healthy fruits and
consequent oviposition within the fruits (Hauser 2011; Walsh et al. 2011; Cuthbertson et al.
2014). The main damages are a result of the pulp consumption by the larvae, besides the
puncture opening doors for secondary infections caused by filamentous fungi, yeast, and
bacteria (Schlesener et al. 2015).



80

Countries wherein this pest is already established have a zero tolerance policy regarding
the presence of infested fruits, due to its aggressiveness, major biotic potential and restrictions
in both internal and external markets (Bruck et al. 2011; Cuthbertson et al. 2014). There are
many works which have as their goal to find viable alternatives for the control of the spotted
wing drosophila in conventional and organic systems (Beers et al. 2011; Gabarra et al. 2014;
Cuthbertson and Audsley 2016; Daane et al. 2016). However, the first alternative has been
insecticides, which are already used for the management of other pests on these crops and that
are effective in the control D. suzukii.

In Brazil, the difficulty is increased as a result of the lack of available chemical
molecules for the management of small fruit pests and due to the non-existence of products
registered for D. suzukii. Studies on insecticides must be a part of a more elaborated
management program, with monitoring protocols, treatment thresholds, alternative methods
and efficient chemical control. In this context, the goal of this study was to evaluate in
laboratory the mortality of D. suzukii adults and ovicidal effect when exposed to insecticides
used for the control of pests to different crops, with intent to provide alternatives for the

management of this exotic species.

Materials and methods

Laboratory colony. A D. suzukii stock colony is established in the Insect Ecology
Laboratory, at the Biology Institute, Federal University of Pelotas, Capédo do Ledo, RS,
Brazil, originated from flies collected from infested fruits gathered in the Pelotas city, Rio
Grande do Sul, Brazil, between March and May, 2015. The subjects were properly identified
and conditioned inside flat bottomed glass tubes (27 ml) containing artificial diets based on
corn flour (80 g), yeast (40 g), powdered glucose (100 g), agar (8 g), propionic acid (3 ml),
Nipagin (8 ml, in a 10% alcohol dilution) and 1 L of distilled water, plugged with hydrophillic
cotton (Schlesener et al. 2017). The breeding tubes were kept in acclimatized chamber under
22 +1°C, 70 + 5% RH and 12 h photofase.

Insecticides. The experiments were performed in the Integrated Pest Management
Laboratory, in the “Eliseu Maciel” School of Agronomy, Pelotas Federal University, Capao
do Ledo, RS, Brazil. The insecticides used in the trials are registered for different Diptera,
Lepidoptera, and Hemiptera pests, and for Tetranychidae mite in different crops. They were:

Actara® (strawberry, Chaetosiphon fragaefolii (Cockerell, 1901) (Hemiptera, Aphididae);
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Altacor® (apple, Grapholita molesta (Busk, 1916) (Lepidoptera, Tortricidae)); Decis® 25 EC
(peach, Anastrepha fraterculus (Wied. 1830) and Ceratitis capitata (Wied. 1824) (Diptera,
Tephritidae)); Imidan® 500 WP (apple, G. molesta and A. fraterculus); Malathion® 500 EC
(apple and citrus, A. fraterculus); Mospilan® (apple, A. fraterculus); Mustang® 350 EC
(potato, Liriomyza huidobrensis (Blanchard, 1926) (Diptera, Agromyzidae)) Perfekthion®
(apple, A. fraterculus and C. capitata); Sumithion® 500 EC (apple, A. fraterculus); Supracid®
400 EC (apple, A. fraterculus); Suprathion® 400 EC (apple, A. fraterculus); Tracer® (apple, G.
molesta); Vertimec® 18 EC (strawberry, Tetranychus urticae (Koch, 1836) (Acari,
Tetranychidae)). The dosages utilized were the largest recorded (Table 1) and the control
treatment for both bioassays was distilled water. The Pre-Harvest Interval (PHI) was also
checked for each crop. For the attainment of the ovicidal effect essays, two products were
added (Difluchen® 240 CS and Match® EC) which are growth regulators, with known ovicidal

effect. Insects originated from laboratory stock colony were used.

Adult mortality. For the study of D. suzukii adult mortality, ripe strawberries (Fragaria x
ananassa) were used. They had been previously treated with a 2% propionic acid solution,
deposited over absorbent paper, and dried under room temperature. After, the fruits were
immersed in slurries made from the different insecticides been tested (Table 1) for five
seconds, deposited over absorbent paper and once more dried under room temperature. Next,
the fruits were placed in plastic containers (250 ml) with a perforated cover (4 cm diameter)
and covered with voile fabric. On the bottom of each arena, approximately 1 cm of
vermiculite, in order to prevent the fruits rolling over and to absorb the liquids from fruit
decomposition. Each arena was considered a repetition, which was composed of one fruit and
five D. suzukii couples (ten adults), inserted with the aid of an entomological vacuum. The
arenas were placed in an acclimatized room, under 22 + 2 °C temperature, 70 + 5% RH and
14 h photofase. The evaluations were performed one, two, and three days after treatment
(DAT), when the number of dead subjects was counted. It was not possible to perform
evaluation for a longer period of time after subjects' exposure, due to how quickly the fruits
decomposed. The averages were subjected to Shapiro-Wilk normality test and homogeneity of
variances of Bartlett. Data not following the normality assumptions or homogeneity of
variance were submitted to Kruskal-Wallis non parametric analysis of variance (ANOVA). In
the event of difference between treatments, the averages were compared by Dunn test at 5%
level of error probability. The control efficiency was calculated according to Abbott's formula
(Abbott 1925).



82

Table 1 Insecticides used in the adult mortality and ovicidal effect over Drosophila suzukii in

laboratory conditions.

Active ingrediente  Insecticide Chemical group Recorded dosage  PHI*
Chlorantraniliprole?  Altacor® Anthranilic diamide ~ 10g/100L™* 14
Abamectin?? Vertimec® 18 EC'? Avermectins 70 mL/100L? 3
Acetamiprid?? Mospilan®!? Neonicotinoids 40g/100L™* 7
Thiamethoxam?!2 Actara® 250 WG*? Neonicotinoids 10g/100L* 1
Dimethoate®? Perfekthion®*2 Organophosphorus 80 mL/100L? 3
Fenitrothion?2 Sumithion® 500 EC'?  Organophosphorus 200 mL/100L"? 14
Malathion?? Malathion® 2 Organophosphorus 350 mL/100L"? 7
Methidathion'? Supracid® 400 EC*? Organophosphorus 100 mL/100L"? 21
Methidathion?2 Suprathion® 400 EC!?  Organophosphorus 100 mL/100L™! 21
Phosmet!2 Imidan® 500 WpP?*2 Organophosphorus 200g/100L? 14
Deltamethrin'? Decis® 25 EC*? Pyrethroid 40 mL/100L1 5
Zeta-cypermethrint?  Mustang® 350 EC*2 Pyrethroid 60 mL/100L"! 7
Spinosad?*? Tracer®? Spinosyns 15 mL/100L"! 14
Diflubenzuron? Difluchem® 240 SC? Benzoylurea 25 mL/100L"! 30**
Lufenuron? Match® EC? Benzoylurea 100 mL/100L ™! 28**
Control - - - -

Insecticides used in the adult mortality experiment
2Insecticides used in the ovicidal effect experiment
*Pre-harvest interval (PHI) in days for the cultures described in materials and methods

**PH| in days for citrus

Ovicidal effect. For this study to be performed, two more growth regulating insecticides were
added to the list, Difluchem® 240 SC and Match® EC. As a substrate to D. suzukii's
oviposition, “artificial fruits” were used, made from agar (17 g), distilled water (425 ml),
raspberry gelatin (10 g), and Nipagin (4 ml in a 10% alcohol dilution). The ingredients were
mixed and boiled, and this solution was poured into plastic molds. The artificial fruits dried
under room temperature and removed from the plastic molds after hardening (modified from
Salles 1992). Each fruit was placed inside a 250 ml plastic container, with a perforated cover
(4 cm diameter), wherein five couples (10 adults), approximately eight days old were added.
For the following 24 h oviposition was permitted. The insects were removed from the arenas
and, afterward, immersion of the fruits in insecticides (Table 1) was conducted for five

seconds. The fruits recently treated were deposited over absorbent paper in order to dry under
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room temperature. With the aid of a scalpel, 10 eggs were removed from each fruit, deposited
over Petri dish with humid filtering paper, with daily humidity restitution.

The experimental design was entirely randomized, with five repetitions for each
treatment, and each repetition comprised of one Petri dish containing ten eggs previously
treated. With the aid of a stereomicroscope, the counting of the ecloded larvae was performed
one and two DAT. The averages were subjected to Shapiro-Wilk normality test and
homogeneity of variances of Bartlett. Data not following the normality assumptions or
homogeneity of variance were submitted to Kruskal-Wallis non parametric analysis of
variance (ANOVA). In the event of difference between treatments, the averages were

compared by Dunn test at 5% level of error probability.

Results

Drosophila suzukii's adult mortality. Drosophila suzukii's adult mortality one, two, and
three days after exposure to insecticides is expressed by table 2. Fenitrothion (Sumithion® 500
EC; 200 mL/100 L'1), phosmet (Imidan® 500 WP; 200 g/100 L), malathion (Malathion®, 350
mL/100 L) and methidathion (Suprathion® 400 EC, 100 mL/100 L) displayed 100%
mortality at the end of one DAT, and spinosad (Tracer®, 15 mL/100 L), deltamethrin
(Decis® 25 EC, 40 mL/100 L), and dimethoate (Perfekthion® 80 mL/100 L™) also obtained
high control indexes, with the recorded mortality of 96%, 90%, and 90%, respectively,
significantly differing from the control treatment. Methidathion (Supracid® 400 EC; 100
mL/100 L1) and zeta-cypermethrin (Mustang® 350 EC; 60 mL/100 L1) reached average
mortality of 78% and 74% respectively, not attaining a satisfactory control within the first 24
h of evaluation. Abamectin (Vertimec® 18 EC; 70 mL/Lt), acetamiprid (Mospilan® 40 g/100
L1), chlorantraniliprole (Altacor®; 10 g/100 L), and thiamethoxam (Actara® 250 WG; 10
/100 L1) did not cause significant mortality D. suzukii's adults, relative to the control

treatment.
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Table 2 Average number (+ standard error) of Drosophila suzukii adult subjects after

exposure to strawberries (Fragaria x ananassa) treated with insecticides in laboratory

bioassays.
Days after treatment (DAT)
Treatment Dosage! 1 DAT 2 DAT 3DAT
m+SE ™ EC%* m+SE 3 EC% m+SE* EC%
Abamectin o0p 10005000 . 060:024 .. 9.60:024
a ab ab
Acetamiprid 4000 9.60:024a 400 540+222b  46.00 5'40;—;2'22 46.00
Chlorantraniliprole  10.00  8.60+0.24a 1400 5.40+0.60b 46.00 4'005—;0'31 60.00
Deltamethrin ~ 40.00 1'00500'54 90.00 0.00+0.00c 100.00 0.00+0.00d 100.00
Dimethoate 80.00 1'00500'31 90.00 0.00+0.00c 100.00 0.00+0.00d 100.00

Fenitrothion 200.00 0.00+0.00c 100.00 0.00+0.00c 100.00 0.00+0.00d 100.00

Phosmet 200.00 0.00+0.00c 100.00 0.00+0.00c 100.00 0.00+0.00d 100.00
Malathion 350.00 0.00+0.00c 100.00 0.00+0.00c 100.00 0.00+0.00d 100.00
Methidathion

(Supracid) 100.00 2.20+0.58b 78.00 0.00+0.00c 100.00 0.00+0.00d 100.00

Methidathion

(Suprathion) 100.00 0.00+0.00c 100.00 0.00+0.00c 100.00 0.00+0.00d 100.00

Spinosad 1500 040£040c 96.00 0.00£0.00c 100.00 0.00£0.00d 100.00
Thiamethoxam  10.00  9.804020a  2.00 6'40;)2'20 36.00 6'2%5'33 38.00

Zeta-cypermethrin -~ 60.00 2.60+0.81b 74.00 0.20+0.20c 98.00 0.00+0.00d 100.00

Control - 10.00+0.00a -- 10.00+0.00a -- 10.00+0.00a --

!Dosages expressed in mL or g per 100 L of water;

“Average and standard error for the average number of live D. suzukii's adult insects found the
day after treatment (DAT). Results compared by Kruskal-Wallis non parametric analysis of
variance (ANOVA): 2H= 63.8700, p-value= <0.0000; *H= 60.7436, p-value= <0.0000 and:;
“H=59.075, p-value= <0.0000, followed by Dunn's test (p<0.05);

#Control efficiency according to Abbott's formula (Abbott 1925).

At the end of two DAT, the insecticides deltamethrin, dimethoate, and methidathion

(Supracid® 400 EC) also caused 100% mortality to subjects and zeta-cypermethrin caused
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98% mortality to adult subjects, with a significant difference in relation to other treatments.
The insecticides acetamiprid and chlorantraniliprole resulted in 46%, differing significantly
from the control treatment. Despite the increase in mortality caused by thiamethoxam (36%),
no significant difference was verified relative to the control treatment, the same was observed
for abamectin (4%).

At three DAT, the insecticides abamectin and acetamiprid displayed results identical to
the former evaluations. There was an increase in mortality in the treatment with
chlorantraniliprole (60%). Despite no significant difference found in the performance of this
product in relation to the ones that caused 100% mortality in the insects, the result was not
considered to be satisfactory. Abamectin and thiamethoxam were inefficient, equal to the
control treatment. The treatments deltamethrin, dimethoate, spinosad, fenitrothion, phosmet,
malathion, methidathion, and zeta-cypermethrin caused 100% mortality in D. suzukii adults at
three DAT.

Ovicidal effect. The eclosion of D. suzukii larvae after treatment with insecticides is
expressed in table 3. It was observed that 98% of the larvae subjected to control treatment
(distilled water) ecloded within the first 24 hours of evaluation. The growth regulating
insecticide lufenuron (Match®EC; 100 mL/100 L%) did not differ significantly from the
control treatment, resulting in ecloding to approximately 86% of the larvae one DAT. The
eqggs treated with fenitrothion, phosmet, malathion, methidathion (Supracid® 400 EC) and
methidathion (Suprathion ® 400 EC) with no larval eclosion was observed at the end of 1
DAT. The insecticides diflubenzuron (Difluchem® 240 SC; 25 mL/100 L™*) and dimethoate
also caused adverse effects during D. suzukii embryonic period, with only 8% and 26%
eclosion of larvae been observed in the respective treatments. Larval eclosion recorded for
treatments with deltamethrin, chlorantraniliprole, spinosad, zeta-cypermethrin, and
thiamethoxan vary between 42% and 62%, wherein all the treatments presented a significant
difference in relation to the control treatment.
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Table 3 Average number (+ standard error) of Drosophila suzukii larvae ecloded after

exposure to insecticides in laboratory bioassays.

Days after treatment (DAT)

Treatment Dosage! 1 DAT 2 DAT
EC%*
m+SE™ m+SE?
Abamectin 70.00 3.20+0.58 de 5.40+0.75 bc 46.00
Acetamiprid 40.00 3.20+0.66 de 7.60+1.36 ab 24.00
Chlorantraniliprole 10.00 4.60+0.74 cd 5.80+0.80 bc 42.00
Deltamethrin 40.00 4.20+0.80 cd 7.60+0.51 ab 24.00
Dimethoate 80.00 2.60+0.67 def 3.60+0.81 cd 64.00
Fenitrothion 200.00 0.00+0.00 f 0.00£0.00 e 100.00
Phosmet 200.00 0.00+0.00 f 0.40+0.25 e 96.00
Malathion 350.00 0.00+0.00 f 0.00£0.00 e 100.00
'Vé‘ét:é‘::g‘é()’” 100.00 0.00+0.00 f 0.00+0.00 e 100.00
'2’5}2::?;?8%‘ 100.00 0.00+0.00 f 0.00+0.00 e 100.00
Spinosad 15.00 4.60+0.92 cd 8.80+0.37 a 12.00
Thiamethoxam 10.00 6.20+0.80 bc 9.00+0.44 a 10.00
Zeta-cypermethrin 60.00 5.00+0.54 cd 9.20+0.58 a 8.00
Diflubenzuron 25.00 0.80+0.37 ef 2.00£0.70 de 80.00
Lufenuron 100.00 8.60+0.75 ab 9.60+0.40 a 4.00
Control -- 9.80+0.20 a 10.004+0.00 a --

!Dosages expressed in mL or g per 100 L of water;

“Average and standard error for the average number of ecloded D. suzukii's larvae found the
day after treatment (DAT). Results compared by Kruskal-Wallis non parametric analysis of
variance (ANOVA): 2H= 70.0960, p-value= <0.0000; *H= 71.6150, p-value= <0.0000,
followed by Dunn's test (p<0.05);

#Control efficiency according (2 DAT) to Abbott's formula (Abbott 1925).

At the end of two DAT, 100% of the larvae in the control treatment had ecloded, thus

demonstrating that the time of evaluation and methodology are suitable to such essays. No
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egg eclosion was observed in the eggs treated with fenitrothion, malathion, methidathion
(Supracid® 400 EC), methidathion (Suprathion® 400 EC), and under treatment with phosmet
only 4% of larvae ecloded. All treatments differed from the control treatment. Physiological
insecticide diflubenzuron also presented high ovicidal effect, resulting in the mortality of 80%
of embryos, which did not differ significantly from the aforementioned treatments and from
dimethoate which lead to a 64% control of the eggs, with both significantly more efficient
than the control treatment. Abamectin and chlorantraniliprole provided 46% and 42% control,
respectively, differing significantly from the control treatment. The other treatments,
acetamiprid, deltamethrin, spinosad, thiamethoxam, zeta-cypermethrin, and lufenuron
produced embryo mortality between 4% and 24%, not presenting a significant performance in
relation to the control treatment. Insecticides fenitrothion, phosmet, malathion, methidathion
(Supracid® 400 EC), methidathion (Suprathion® 400 EC), and diflubenzuron obtained

satisfactory control, above 80%.

Discussion

The first tests on chemical control of D. suzukii with insecticides registered for other
insects and pests to other crops in Brazil, demonstrate that the insecticides belonging to the
pyrethroid, spinosyns, and organophosphorus chemical groups were efficient in the control of
D. suzukii adults (Table 2), in addition to most organophosphorus also presenting ovicidal
effect (Table 3) due to its in depth or systemic action, which provides greater efficiency in the
control of eggs and larvae within the fruits. The high mortality of adults occasioned by some
of the organophosphorus insecticides was also verified by other authors (Bruck et al. 2011;
Haviland and Beers 2012; Cuthbertson et al. 2014; Cowles et al. 2015). The conscious use of
those chemical groups provides five to fourteen days of residual control in the field, on the
condition of few occurrences of rain (Bruck et al. 2011), furthermore permitting the resistance
management and assuring the trade with most of the foreign consuming markets (Haviland
and Beers 2012).

Spinosad (Tracer®) demonstrated great efficiency in the control of adult insects when
exposed to previously treated strawberries. Similar results was observed by Cuthbertson et al.
(2014), when the insects were subjected to contact with blueberries which had previously
been treated with Converse® (spinosad; 0.096 a.i./L), reaching 100% mortality after 24 hours.
Nevertheless, mortality for adult insects directly pulverized by the same insecticide was

notably inferior, probably due the lesser ingestion of the product by the insects. An increase
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on the ingestion of the product can be improved with the addition of a phagostimulant, such
as sucrose (0.3%) to the spinosad slurry (Entrust®; 0.12 g a.i./L). This addition promoted an
increase on the interaction of insects with the residue of the product, leading to a consequent
increase and acceleration on the mortality of insects (Cowles et al. 2015). The satisfactory
performance of spinosad in the control of D. suzukii adults is extremely important, since this
insecticide has been used as a possible substitute for malathion in toxic baits for the control of
flies belonging to the Tephritidae genus, such as A. fraterculus, with potential to be of use in
the development of baits for D. suzukii. The insecticides belonging to the spinosyns chemical
group are environmentally safer and less toxic than the organophosphorus (Harter et al. 2015).
It was also verified that the application of spinosad over infested blueberries completely
prevented the emergence of adults (Cuthbertson et al. 2014). In the present study, no
observation was made regarding a significant effect of this insecticide over eclosion of D.
suzukii larvae (Table 3).

Other insecticides present a behavior similar to the one observed for spinosad, were the
pyrethroids (deltamethrin and zeta-cypermethrin), which caused mortality to all adults at the
end of three DAT, due the “Knock down” action characteristic to this group of insecticides.
However, no significant adverse effects in the embryonic period were observed, for the
pyrethroids, like the Decis® insecticide, do not present in depth action (Monnerat et al. 2000).
Nevertheless, the same was not observed for deltamethrin (Decis®; 0.018 g a.i./L) in
immersion tests with fruits (blueberries) that had been previously infested (Cuthbertson et al.
2014), wherein 72 h of oviposition were permitted before the immersion of the fruits, and the
subsequent phases of insect development were evaluated until the emergence of adults. The
longest period of oviposition, which probably generated first instar larvae, more susceptible
than the eggs, in conjunction with a longer period of contact between eggs and larvae and the
active principle, may have provided a more effective control.

The performance of insecticides acetamiprid and thiamethoxam belonging to the
neonicotinoids chemical groups were not satisfactory in relation to the other contact action
insecticides. Bruck et al (2011) obtained similar results. In the present study, a slight ovicidal
effect was observed, probably caused by the penetration of the insecticide in the oviposition
substrate and its systemic effect. However, due to the strong restrictions on the use of these
products by the fruit market and environmental agencies the use of neonicotinoids is not
recommended for the management of the spotted-wing drosophila.

Vertimec® 18 EC (abamectin) displayed medium ovicidal effect. Abamectin is a

macrocyclic lactone, which possess translaminar action, allowing for the action over eggs
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even within the oviposition substrate (Monnerat et al. 2000). It is important to highlight that
despite no effect being presented by abamectin over D. suzukii adults (Table 2), there was
consequential mortality of almost half embryos in the present essays (Table 3). Altacor®
(chlorantraniliprole) presented medium effect in the control of D. suzukii adults and eggs.
This effect is somewhat surprising, since this insecticide is registered only for lepidopterans in
fruit crops. The insecticide chlorantraniliprole (Coragen®; 0.0116 g a.i./L) also caused
reduction in the emergence of adults in previously treated blueberry fruits (Cuthbertson et al.
2014).

The insecticide Difluchem® 240 SC (diflubenzuron) presented high ovicidal effect over
eggs of D. suzukii, although the efficiency of control over adults, since it is a growth regulator
and inhibits syntheses, acts only in immature forms. The insecticide novaluron (Diamond®,
212.5g a.i./ha’t), which presents the same active principle and means of action as the
insecticide Difluchem® 240 SC, did not cause an effect on drosophila adults (Bruck et al.
2011). Macth® EC (lufenuron), an insecticide that has the same means of action but not the
same active ingredient, did not present any effect over this insect's eggs.

Conclusion

The search for insecticides that may be part of an integrated D. suzukii management is
essential, and they must be not only effective, but act on distinct physiological sites within the
insects organism. Several genes linked to resistance mechanisms to insecticides have already
been identified in species from the Drosophila genus (Morton 1993). Therefore, to extend the
advent of resistances to pyrethroid, spinosyns, and organophosphorus in the search for new
means of control, such as biological control, culture management, and alternative products is
primordial to the future of small fruit's production in Brazil.

The present work demonstrates the existence of insecticide capable of integrating a D.
suzukii chemical control program in Brazil. Nevertheless, the action of these products needs
further studies and also record keeping in order to be an alternative for small fruit's producers

to control of D. suzukii.
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Resumo

Drosophila suzukii (Matsumura) (Diptera: Drosophilidae) é uma importante praga de
pequenos frutos, e vem causando uma série de danos a cultivos comerciais em paises da
América do Norte, Europa e América do Sul. Em func¢do de sua alta agressividade, 0 manejo
dessa praga é realizado, basicamente, através de inseticidas. No entanto, existem inimeros
estudos em todos os locais de ocorréncia D. suzukii, que demonstram a associacdo dessa
espécie com parasitoides, sendo estes os principais responsaveis pelo controle biolégico
natural da praga. Esse estudo teve como objetivo avaliar a letalidade, tempo letal (TLso),
potencial de parasitismo, razéo sexual e longevidade dos parasitoides de pupa, Trichopria
anastrephae Lima (Hymenoptera: Diapriidae) e Pachycrepoideus vindemmiae (Rondani)
(Hymenoptera: Pteromalidae), quando expostos a residuos secos de diferentes inseticidas
comerciais. Os inseticidas avaliados foram abamectina, acetamiprido, tiametoxam, malationa,
fosmet, deltametrina, espinetoram e espinosade. O parasitoide P. vindemmiae foi mais
sensivel aos inseticidas em relacdo a T. anastrephae, pois foram observados maiores indices
de mortalidade em um menor periodo de tempo, e reducdo acentuada no parasitismo,
especialmente para a primeira espécie. Os tratamentos ndo afetaram a longevidade e razdo
sexual dos parasitoides. Esse estudo serve como base para a implementacdo de programas de

manejo de D. suzukii, que preconizem a conservagao de seus inimigos naturais.

Palavras-chave: controle biolégico, controle quimico, droséfila-da-asa-manchada, inimigos

naturais, seletividade de pesticidas.
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Abstract

Drosophila suzukii (Matsumura) (Diptera: Drosophilidae) is an important small fruit pest, and
has been causing a number of damage to commercial crops in North American, European and
South American countries. Due to its high aggressiveness, the management of this pest is
carried out, basically, through pesticides. However, there are numerous studies in all D.
suzukii occurrence sites, which demonstrate the association of this species with parasitoids,
which are responsible for the natural biological control of the pest. The study aimed to
evaluate the lethality, lethal time (LTso), parasitism potential, sexual ratio and longevity of
pupa parasitoids, Trichopria anastrephae Lima (Hymenoptera: Diapriidae) and
Pachycrepoideus vindemmiae (Rondani) (Hymenoptera: Pteromalidae), when exposed to dry
residues of different commercial insecticides. The insecticides evaluated were abamectin,
acetamiprid, thiamethoxam, malathion, phosmet, deltamethrin, spinetoram and spinosad. The
parasitoid P. vindemmiae was more sensitive to pesticides than T. anastrephae, since higher
mortality rates in a shorter period and a greater reduction in parasitism were observed for the
first species. The treatments did not affect the longevity and sex ratio of the parasitoids. This
study works as a basis for the implementation of management programs for D. suzukii, which

prioritize the conservation of their natural enemies.

Key words: Biological control, Chemical control, Spotted Wing Drosophila, pesticides

selectivity, natural enemies.
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1. Introdugéo

A droséfila-da-asa-manchada (SWD), Drosophila suzukii (Matsumura) (Diptera:
Drosophilidae) é uma espécie invasora, proveniente do Sudeste da Asia, e que se dispersou
por paises da America do Norte, Europa (Walsh et al. 2011; Cini et al. 2012) e América do
Sul (Depra et al. 2014; Andreazza et al. 2017), com potencial de se estabelecer na Africa e
Oceania (Dos Santos et al. 2017). Essa espécie é considerada uma praga-chave de frutos de
tegumento fragil como amora, cereja, framboesa, mirtilo, morango, entre outros (Walsh et al.
2011). O status de praga primaria se deve a presenca de um ovipositor robusto, esclerotizado e
serreado, que possibilita as fémeas a oviposi¢do em frutos sadios em amadurecimento ou
maduros (Atallah et al. 2014). O desenvolvimento das larvas no mesocarpo inviabiliza a
comercializacdo de frutos frescos, causando perdas econdmicas aos produtores (Walsh et al.
2011). Alem disso, a SWD apresenta alto potencial bi6tico e curto periodo de
desenvolvimento em condi¢BGes ambientais favoraveis, o que pode resultar em um grande
aumento na populacdo em curto periodo de tempo (Tochen et al. 2014; Ryan et al. 2016).

Em funcdo da agressividade e alto potencial de dano, a principal forma de controle de D.
suzukii em paises da América do Norte e Europa sdo as aplicacdes periddicas de inseticidas,
especialmente durante o periodo produtivo das culturas suscetiveis (Van Timmeren and Isaacs
2013). Os principais inseticidas pertencem aos grupos dos piretroides, organofosforados e
espinosinas, e podem ser aplicados em cobertura total ou isca toxica (Bruck et al. 2011,
Andreazza et al. 2016; Schlesener et al. 2017a). No Brasil, entretanto, ha uma caréncia de
moléculas quimicas que podem ser empregadas no controle de pragas no manejo de pequenas
frutas, e até 0 momento, ndo existem produtos registrados para o controle de D. suzukii
(Agrofit 2018). No entanto, buscando amenizar os efeitos negativos da utilizagéo excessiva de
inseticidas, outras formas de manejo vem sendo estudadas. A utiliza¢&o de controle autocida

através da liberacdo de machos estéreis irradiados (Sterile Insect Technique — SIT) (Krlger et
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al. 2018) ou da inducdo de incompatibilidade citoplasmatica por Wolbachia (Incompatible
Insect Technique — I1T) (Hamm et al. 2014; Cattel et al. 2016; Nikolouli et al. 2017) sdo
estratégias promissoras.

Outra forma de manejo é o controle bioldgico, que preconiza a conservacao ou liberagdo
de inimigos naturais, destacando-se os parasitoides. Existem inUmeros relatos da ocorréncia
de parasitoides de larvas e pupas associados a D. suzukii (Daane et al. 2016; Guerrieri et al.
2016; Mazzetto et al. 2016; Wang et al. 2016; Wollmann et al. 2016; Garcia et al. 2017), que
ocorrem naturalmente nos locais de origem ou areas invadidas, atuando assim, como agentes
de controle bioldgico natural (Garcia et al. 2017). Sabe-se que D. suzukii apresenta um
complexo sistema de defesa contra parasitismo, em funcdo da elevada quantidade de
hemacitos, que sdo células constitutivas do sangue e integram a barreira final do sistema de
defesa dos insetos (Lavine e Strand 2002). Drosophila suzukii apresenta 0 maior nimero de
hemacitos circulantes ja registrados em larvas de Drosophila dentro do grupo melanogaster
(Poyet et al. 2013). Em funcéo disso, os parasitoides de larvas sdo mais suscetiveis e
frequentemente sdo encapulados pelas células de defesa, o que ocorre com menor frequéncia
com ovos depositados em pupas, uma vez que essa é considerada uma fase mais vulneravel da
mosca (Kacsoh e Schlenke 2012). Basicamente, os parasitoides de pupas que vem sendo
associados a SWD pertencem ao género Trichopria (Hymenoptera: Diapriidae), e a espécie
Pachycrepoideus vindemmiae (Rondani) (Hymenoptera: Pteromalidae) (Garcia et al. 2017).

As espécies do género Trichopria sdo parasitoides idiobiontes de pupa que ovipositam no
interior da hemocele do hospedeiro, e as espécies Trichopria drosophilae (Perkins) (Gabarra
et al. 2014; Cancino et al. 2015; Daane et al 2016; Wang et al. 2016) e Trichopria
anastrephae Lima (Wollmann et al. 2016) ja foram encontradas parasitando D. suzukii, sendo
que esta Ultima apresenta ocorréncia natural em varias regides do Brasil, parasitando

Anastrepha fraterculus (Wied.) (Diptera: Tephritidae) (Garcia e Corseuil 2004; Cruz et al.
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2011; Garcia e Ricalde 2013). Ja P. vindemmiae é um conhecido parasitoide generalista de
dipteros Cyclorrhapha, hiperparasitoide facultativo (Wang e Messing 2004), ectoparasitoide
solitario de pupas (Carrillo et al. 2015), e sua associagcdo com SWD foi amplamente
documentada na Asia, Europa e América do Norte (Brown et al. 2011; Chabert et al. 2012;
Cuch-Arguimbau et al. 2013; Rossi-Stacconi et al. 2013; 2015; Cancino et al. 2015; Miller et
al. 2015; Daane et al. 2016). Recentemente, espécimes de P. vindemmiae foram recuperados
de pupas sentinela de D. suzukii a campo, no sul do Brasil. Esse parasitoide ja foi utilizado em
programas de controle biolégico classico de Anastrepha ludens Loew (Diptera: Tephritidae)
na América Central (Carrillo et al. 2015).

Apesar do importante papel desempenhado por esses insetos benéficos na reducdo natural
das populacdes de D. suzukii, pouco se sabe sobre os efeitos que os inseticidas causam sobre
sua sobrevivéncia e capacidade de parasitismo. Bernardi et al. (2017) avaliaram a toxicidade
de extratos vegetais a base de Annona (Annonaceae) sobre T. anastrephae, e Cossentine e
Ayyanath (2017) testaram os efeitos de espinosade sobre diferentes fases bioldgicas de P.
vindemmiae. O objetivo do presente estudo foi avaliar a toxicidade de inseticidas comerciais
sobre a letalidade, potencial de parasitismo e longevidade dos parasitoides T. anastrephae e P.
vindemmiae, em laboratério.

2. Material e métodos

2.1. Criacédo e manutencao dos parasitoides T. anastrepha e P. vindemmiae e seu

hospedeiro D. suzukii

Os parasitoides foram mantidos sobre pupas de D. suzukii. Os hospedeiros foram criados
em recipientes de vidro (8,5 cm de altura x 2,5 cm de largura) contendo dieta artificial,
composta por agar (8 g), levedura (40 g), farinha de milho (80 g), acucar refinado (100 g),

acido propioénico (3 mL), metil parabeno (0,8 g dissolvido em 8 mL de alcool etilico 90%) e
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agua destilada (1000 mL), conforme metodologia proposta por Schlesener et al. (2017b). A
dieta artificial serviu como alimentacéo para larvas e adultos, bem como substrato de postura.
Ap0s o periodo de oviposigdo, os adultos foram retirados do recipiente de criacdo, permitindo
o0 desenvolvimento embrionario. Assim que foi observada a formacéo de pré-pupas e pupas
jovens (até 24 h), um numero aleatdrio de parasitoides (=~ 20 individuos) foram adicionados
aos recipientes contendo os hospedeiros, para a realizagdo do parasitismo. Os parasitoides
adultos foram alimentados com mel puro, depositado na forma de filete na superficie lateral
do recipiente. Para a obtencdo dos parasitoides utilizados nos bioensaios, foi permitido o
parasitismo por um periodo de 48 h, sendo os adultos realocados em novos recipientes de
criacao apds esse periodo. Esse procedimento permitiu a obtencdo de adultos dos parasitoides
com idade aproximada.

2.2. Inseticidas

Foram testados os efeitos toxicos de oito formulagbes comerciais registradas para o
controle de pragas fruticolas das ordens Diptera (Tephritidae), Lepidoptera (Tortricidae),
Hemiptera (Aphididae), e acaros da familia Tetranychidae (Agrofit 2018) sobre 0s
parasitoides T. anastrephae e P. vindemmiae. Esses inseticidas ja haviam sido previamente
avaliados sobre o hospedeiro D. suzukii (Schlesener et al. 2017a). Os inseticidas testados e as
concentragdes (g i.a. L) empregadas nos bioensaios esto listados na Tabela 1.

2.3. Bioensaios

A avaliacdo do efeito letal e comportamental dos inseticidas sobre os parasitoides T.
anastrephae e P. vindemmiae foram realizados pelo método “dry film-residue” com
adaptacdes, proposto por Desneux et al. (2006). Os experimentos foram conduzidos em
laboratorio, sob condicdes controladas de temperatura 24+3°C, umidade relativa (UR) de

75+10% e fotoperiodo de 14L:10D h, em delineamento inteiramente casualizado.
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2.3.1. Efeito letal dos inseticidas sobre T. anastrephae e P. vindemmiae

Recipientes de vidro (8,0 cm de altura x 2,4 cm de didmetro, com area superficial de 64,84
cm?) foram impregnados com 500 pL da solugdo do inseticida na respectiva concentragdo de
campo (Tabela 1), sendo o tratamento controle constituido por 4gua destilada. A secagem da
calda foi realizada por aproximadamente 24 h em equipamento de rotacao, visando a
uniformidade da distribuicdo do inseticida no recipiente. Em cada tratamento e para cada
parasitoide foram utilizadas cinco repeti¢Ges, contendo cinco casais de parasitoides adultos de
até 72 h de idade. Passadas 4 h da exposicao, os insetos foram removidos dos tubos e
acondicionados em pequenas arenas (tubos de vidro de 2,2 cm de didmetro x 4,0 cm de
altura), contendo filetes de mel puro como alimento, que foi reposto a cada 48 h. As
avaliacdes de mortalidade de T. anastrephae e P. vindemmiae foram realizadas em 2, 4, 24,
48, 72,96 e 120 h apds o inicio da exposicdo aos residuos secos dos inseticidas. Foram
considerados mortos os parasitoides que apresentaram incapacidade de locomocao, mediante

estimulo com pincel de ponta fina.

2.3.2. Efeitos secundarios de inseticidas sobre T. anastrephae e P. vindemmiae.

Adultos de até 72 h de idade de T. anastrephae e P. vindemmiae foram anestesiados com
CO,, e separados por sexo conforme caracteristicas taxonémicas distintivas descritas para T.
anastrephae (Costa Lima 1940) e P. vindemmiae (Girault and Sanders 1910; Crandell 1939),
com auxilio de um esteromicroscépio ético. Posteriormente, fémeas acasaladas, alimentadas e
sem experiéncia de forrageamento com o hospedeiro, foram introduzidas com auxilio de
pincel de ponta fina em tubos de vidro (2,4 cm de didmetro x 8,0 cm de altura, com area
superficial de 64,84 cm?) impregnados com 500 uL da solucéo do inseticida, na respectiva
concentracdo de campo (Tabela 1), ou &gua destilada no tratamento controle, conforme

supracitado no bioensaio de efeito letal de inseticidas. Para isso, utilizaram-se quatro
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repeticGes com cinco fémeas cada, totalizado 20 fémeas por tratamento. Apos 4 h da
contaminagéo, as fémeas sobreviventes foram removidas dos tubos e acondicionadas
individualmente em pequenas arenas (tubos de vidro de 4,0 cm de altura x 2,2 cm de
didmetro), contendo 10 pupas de até 24 h de D. suzukii para parasitismo, durante um periodo
de 24 h. Os parasitoides foram alimentados com filete de mel puro, que foi reposto a cada dois
dias. Apds o periodo de parasitismo, as pupas foram removidas para determinacéo da taxa de
parasitismo, taxa de emergéncia e razéo sexual da prole (F1) de T. anastrephae e P.
vindemmiae. Os parasitoides foram mantidos nas arenas até a mortalidade de todos os
espécimes, a fim de determinar a longevidade dos adultos submetidos aos tratamentos. Os
adultos de D. suzukii emergidos das pupas submetidas ao teste de parasitismo foram avaliados
em estereomicroscopio 6tico, para verificagdo de possiveis sinais de encapsulamento de
imaturos dos parasitoides.

2.4. Andlise estatistica

Os dados de percentagem de mortalidade de adultos de T. anastrephae e P. vindemmiae
apos a exposicao aos residuos dos inseticidas (2, 4, 24, 48, 72, 96 e 120 h) foram corrigidos
pela formula de Schneider-Orelli's (Plntener, 1981) [Schneider-Orelli's % =[(Tt-T0)/(100-
T0)*100], em que Tt € o percentual de mortalidade de insetos no tratamento e TO é o
percentual de mortalidade na testemunha. Para a determinacdo do tempo letal 50 (TLso), isto
¢, 0 tempo necessario para a mortalidade de 50% da populacao dos parasitoides pelos
inseticidas, o numero de insetos mortos em cada tratamento e periodo de tempo (0, 1, 2, 4, 24,
48, 72, 96 e 120 h) foram submetidos a analise de Probit, do pacote “drc” Analysis of dose-
response curves, por meio do software R® (R Development Core Team, 2015). Com isso, 0s
tratamentos foram comparados entre si pelo tempo letal médio e os intervalos de confianca
obtidos em cada tratamento, sendo considerados significativamente diferentes na auséncia de

sobreposicao desses intervalos.
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Os efeitos da contaminacao dos parasitoides as concentragdes de campo dos inseticidas na
taxa de parasitismo e taxa de emergéncia (F1) foram determinados pela analise de variancia
(ANOVA) e Scott-Knott post hoc do software R®. Em casos do ndo atendimento dos
pressupostos de normalidade e homocedasticidade utilizou-se Kruskal-Wallis com Dunn com
correcao de Bonferroni post hoc. O possivel desvio na propor¢do dos sexos foi comparado
pelo teste de Qui-quadrado (x?). Além disso, foi empregada a anélise estabelecida pela
International Organization for Biological and Integrated Control of Noxious Animals and
Plants/West Palearctic Regional Section (IOBC/WPRS), classificando os inseticidas segundo
a reducdo do parasitismo e emergéncia (E) em comparacgéo ao tratamento controle em: classe
1=indcuo (E<30%); classe 2= levemente nocivo (30%<E<79%); classe 3= moderadamente
nocivo (80%<E<99%); classe 4= nocivo (E>99%) (Hassan et al. 2000). Os dados de
longevidade dos parasitoides (F1) foram analisados pelos estimadores de Kaplan-Meier (IBM
SPSS Statistics, 2017). A semelhanga global entre as curvas de longevidade foi testada pelo
teste de Log-Rank y2.

3. Resultados
3.1. Mortalidade e tempo letal de inseticidas sobre T. anastrephae e P. vindemmiae
Apos 2 h de exposicdo, apenas o inseticida malationa provocou mortalidade de 100%
dos individuos de T. anastrephae (Tabela 2). No entanto, os inseticidas fosmet (47,5%) e
deltametrina (40%) também causaram mortalidade intermediaria na primeira avaliacdo pés-
exposicdo. Os inseticidas tiametoxam e acetamiprido causaram menor efeito negativo sobre
0s parasitoides, causando mortalidade de 35 e 30%, respectivamente (Tabela 2). Apos 4 h de
contaminacéo, a mortalidade de parasitoides expostos ao inseticida fosmet chegou a 95%,
seguido por deltametrina (52,5%), tiametoxam (47,5%) e acetameprido (47,5%) (Tabela 2).
Decorridas 24 h de exposi¢éo, apenas 0s inseticidas abamectina, espinosade e espinetoram

néo diferiram da testemunha. Para os demais tratamentos foram registradas mortalidade



104

superiores a 50% (Tabela 2). Apos 48 h de exposicdo foi observada mortalidade de individuos
em todos os tratamentos, com excecdo do controle. Os inseticidas tiametoxam, malationa e
fosmet causaram 100% de mortalidade, seguido de deltametrina (90%). O inseticida
acetamiprido (62,5%), seguido por espinoteram (17,5%), espinosade (7,5%) e abamectina
(5%) causaram mortalidade inferior aos demais inseticidas as 48 h apds exposicéo (Tabela 2).
Ao final das 120 h de avaliacéo, a letalidade observada para o parasitoide T. anastrephae
permaneceu semelhante ao verificado as 48 h, com leve aumento para os tratamentos com
espinosade (15%) e abamectina (7,5%), que ndo diferiram da testemunha (Tabela 2).

O parasitoide P. vindemmiae apresentou maior sensibilidade aos inseticidas, uma vez que
decorridas apenas 2 h de avaliacdo, todos os tratamentos com inseticidas apresentaram efeito
negativo sobre a sobrevivéncia do inseto (Tabela 3). As maiores taxas de mortalidade foram
observadas para os inseticidas malationa (100%), tiametoxam (80%), espinetoram (75%),
seqguido por deltametrina (55%), acetameprido (52,5%), fosmet e espinosade (25%), e o
acaricida abamectina (10%) (Tabela 3). As 48 h ap0s exposicdo abamectina, tiametoxam,
deltametrina, espinetoram e espinosade causaram 100% de mortalidade. Os inseticidas
acetamiprido e fosmet causaram 70 e 85% de mortalidade dos individuos, respectivamente
(Tabela 3). Ao término de 120 h de avaliacao foi verificada baixa sobrevivéncia de parasitoides,
havendo individuos vivos apenas nos tratamentos com o0s inseticidas acetamiprido (70%) e
fosmet (90%), e tratamento controle (Tabela 3).

O tempo letal (horas) requerido para matar 50% dos individuos (TLso) foi superior para T.
anastrephae em comparagdo com P. vindemmiae para todos os tratamentos (Tabela 4). Os
inseticidas do grupo dos organofosforados (malationa e fosmet) apresentaram 0s menores
tempos letais para T. anastrephae (0,53 h e 1,95 h respectivamente) e P. vindemmiae (0,48 h e
0,12 h respectivamente). Os inseticidas tiametoxam e deltametrina também apresentaram

rapido efeito sobre a sobrevivéncia de T. anastrephae (4,13 h e 4,86 h respectivamente) e P.
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vindemmiae (0,79 h e 1,13 h respectivamente). O inseticida acetamiprido também causou
mortalidade superior a 50%, no entanto, atuou de forma mais lenta, tanto para T. anastrephae
(11,43 h) quanto para P. vindemmiae (5,50 h). N&o foi possivel calcular os tempos letais (TLso)
para os inseticidas espinetoram, espinosade e abamectina para a espécie T. anastrephae, uma
vez que ao final do experimento (120 h) ainda havia mais de 50% dos individuos vivos. No
entanto, o tempo letal observado para P. vindemmiae para os inseticidas do grupo das
espinosinas (espinetoram e espinosade) foram de 1,98 h e 1,18h, respectivamente. A abamectina

causou a mortalidade de 50% dos individuos de P. vindemmiae 5,27 h (Tabela 4).

3.2. Efeito de inseticidas sobre o parasitismo, razdo sexual e longevidade de T.

anastrephae e P. vindemmiae

O parasitismo observado para o tratamento testemunha de T. anastrephae foi de 95%,
sendo que em 100% das pupas parasitadas foi observada emergéncia de adultos (F1) (Tabela
5). Os inseticidas abamectina (85%), espinetoram (77%) e espinosade (88%) ndo diferiram da
testemunha, sendo considerados indcuos (E<30%) segundo classificacdo toxicoldgica da
IOBC/WPRS (Tabela 5). Da mesma forma, apresentaram baixo efeito sobre a emergéncia da
F1, sendo observada reducdo de 15,0% e 1,11% na emergéncia de adultos, para espinetoram e
espinosade, respectivamente. O tratamento com tiametoxam causou reducdo no parasitismo
de 92,63% em relacdo a testemunha, ndo sendo observada emergéncia de prole. Ndo houve
parasitismo quando espécimes de T. anastrephae foram expostos aos inseticidas acetamiprido,
malationa, fosmet e deltametrina, sendo estes classificados como nocivos (E>99%) ao
parasitoide. A razdo sexual ndo foi afetada pela acdo dos inseticidas (P > 0,05) (Tabela 5).

O percentual de parasitismo e emergéncia de adultos (F1) de P. vindemmiae foi muito
afetado pela acdo dos inseticidas (Tabela 6). Foram observadas redugdes significativas de

73,17%, 90,24%, 91,46% e 95,12% no parasitismo, quando os parasitoides foram expostos
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aos inseticidas acetamiprido, fosmet, abamectina e espinosade, respectivamente. Nao houve
parasitismo nos tratamentos com tiametoxam, malationa, deltametrina e espinetoram, sendo
estes considerados nocivos (Classe 4) para P. vindemmiae. Abamectina, fosmet e espinosade
foram classificados como moderadamente nocivos (Classe 3), e acetamiprido levemente
nocivo (Classe 2). A emergéncia de prole (F1) foi registrada apenas para 0s tratamentos com
acetamiprido e testemunha, ndo sendo observada diferenca significativa entre os tratamentos.
A razdo sexual também néo foi afetada pelos tratamentos (P > 0,05) (Tabela 6).
Foram constatados sinais de encapsulamento de formas imaturas de T. anastrephae e P.
vindemmiae em adultos de D. suzukii (Fig. 1), no entanto, em raz&o da baixa frequéncia em
ambas as espécies, esses individuos foram contabilizados como falha no parasitismo.
A longevidade de T. anastrephae n&o foi afetada pelos tratamentos (y?= 3,28, df= 3, p= 0,35).
A sobrevivéncia média observada para abamectina, espinosade, espinetoram e testemunha foi
de 31,10, 31,90, 32,48 e 31,67 dias, respectivamente (Fig. 2). No entanto, foi observado maior
tempo de sobrevivéncia para os parasitoides P. vindemmiae (x*= 7,69, df= 1, p= 0,006)

expostos a acetamiprido (35,97 dias) em relagéo ao controle (32,65 dias) (Fig. 3).

4. Discussao

O presente estudo € o primeiro a demonstrar os efeitos de inseticidas frequentemente
utilizados no manejo de diferentes pragas em cultivos fruticolas no Brasil, sobre 0s
parasitoides T. anastrephae e P. vindemmiae. A maioria dos inseticidas avaliados nesse
estudo também sdo utilizados para 0 manejo de D. suzukii em cultivo de pequenas frutas nos
EUA (Bruck et al. 2011).

O parasitoide P. vindemmiae apresentou maior suscetibilidade aos inseticidas em relacéo a
T. anastrephae, uma vez que foram observados maiores indices de mortalidade em um menor

periodo de tempo, e maior reducao no parasitismo para a primeira espécie. A acdo de
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determinados inseticidas pode variar de acordo com a espécie de parasitoide (Bueno et al.
2017). A diferenca na acdo do inseticida sobre o inimigo natural pode estar relacionada a
aspectos fisiologicos e morfoldgicos, como composi¢do quimica do corpo e cuticula do
inseto, tamanho corporal e metabolismo mais acelerado, por exemplo (Fernandes et al. 2010).

A menor incidéncia de parasitismo, especialmente em P. vindemmiae, pode estar
associada a efeitos sub-letais ligados a reducgdo na fecundidade, sejam estes fisioldgicos e/ou
comportamentais (Desneux et al. 2007). A maior parte dos efeitos fisiologicos relacionados a
fecundidade ocorrem quando 0s insetos sdo expostos a inseticidas reguladores de crescimento
(IRC) (Desneux et al. 2007), grupo quimico ndo avaliado em nosso estudo, sendo sugerido
que a reducéo na fecundidade provavelmente ocorreu por efeitos comportamentais, como
problemas na locomocéo, orientagéo e alimentagdo dos parasitoides.

Foi observada grande diferenca na taxa de mortalidade e parasitismo entre as duas
espécies de parasitoides quando expostos aos inseticidas do grupo das espinosinas
(espinetoram e espinosade), que foram considerados in6cuos (classe 1) para T. anastrephae e
nocivos (classe 4) para P. vindemmiae. As espinosinas, especialmente espinosade, séo
biopesticidas considerados de baixo risco pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (US Environmental Protection Agency) e frequentemente recomendados para o
controle de pragas na fruticultura mundial, tanto para uso no manejo convencional quanto no
organico (Thompson et al. 2000). No entanto, existem varios estudos que demonstram efeitos
letais e sub-letais sobre dezenas de espécies de parasitoides (revisado por Williams et al.
2003; Biondi et al. 2012). A alta toxicidade de espinosade ja havia sido verificada para
adultos de P. vindemmiae em experimentos de exposicao a residuos secos (Cossentine e
Ayyanath 2017). Os autores também ressaltam que os imaturos do parasitoide séo afetados
mesmo no interior da pupa do hospedeiro, porém os adultos provenientes dessas pupas

contaminadas apresentam longevidade semelhante a testemunha (Cossentine e Ayyanath
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2017). Nao foi possivel avaliar a longevidade de espécimes de P. vindemmiae expostos a
espinosade e espinetoram, no entanto, para T. anastrephae nédo foi observada diferenca
significativa na longevidade entre os tratamentos e testemunha. O inseticida espinetoram
também havia sido previamente avaliado sobre a espécie T. anastrephae, no entanto, as taxas
de mortalidade observadas por Bernardi et al. (2017) foram muito superiores as verificadas
em nosso estudo, o que pode ser devido & maior concentragio empregada (105,34 mg Lt)
e/ou maior tempo de exposicdo dos parasitoides aos inseticidas (24 h). No entanto, assim
como nesse bioensaio, tais autores também nédo observaram efeitos negativos sobre o
parasitismo da espécie (Bernardi et al. 2017).

Semelhante ao comportamento observado com espinosinas, a espécie P. vindemmiae foi
mais afetada quanto & sobrevivéncia e parasitismo por abamectina, enquanto que para T.
anastrephae esse produto foi considerado indcuo (Classe 1). Khan et al. (2015) testaram
quatro acaricidas/inseticidas (abamectina, cyflumetofen, espiromesifeno e espirotetramato) na
sobrevivéncia de Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae), e a
maioria dos produtos foram considerados inofensivos ao parasitoide (mortalidade abaixo de
10%), com excecdo de abamectina que causou mortalidade de aproximadamente 100% dos
individuos. Abamectina foi considerado seis vezes mais tdxico em relacdo a espinosade ao
parasitoide Aphidius colemani Viereck (Hymenoptera: Braconidae), e sua toxicidade a essa
espécie foi semelhante ao inseticida piretroide lambda-cialotrina (Anjum and Wright 2016). O
inseticida piretroide deltametrina também apresentou elevada toxicidade sobre as duas
especies de parasitoides avaliadas no presente estudo.

Os inseticidas organofosforados (malationa e fosmet) causaram elevada mortalidade em
curto periodo de tempo para ambas as espécies de parasitoides. Grande parte dos
organofosforados sdo conhecidamente nocivos para parasitoides, e sua alta toxicidade ja foi

verificada para T. pretiosum e Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner (Hymenoptera:
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Trichogrammatidae) (Manzoni et al. 2007). Os inseticidas supracitados, juntamente com as
espinosinas, ja haviam sido testados sobre adultos D. suzukii, tanto em teste com residuos
secos (Bruck et al. 2011; Schlesener et al. 2017a), quanto em formulagGes de iscas toxicas
(Andreazza et al. 2016). A utilizacdo de iscas toxicas com 0s inseticidas espinetoram e
espinosade pode ser uma alternativa mais segura para o manejo de SWD, e auxiliar na
conservacao dos inimigos naturais (Biondi et al. 2012; Harter et al. 2015; Andreazza et al.
2016). A diminuicdo no efeito negativo aos inimigos naturais pode ser atribuida as baixas
concentracOes de ingrediente ativo na composicdo de iscas toxicas, e a seletividade de alguns
atrativos alimentares especificos para a praga (Stark et al. 2004; Urbaneja et al. 2009; Biondi
et al. 2012).

Os inseticidas do grupo dos neonicotinoides (acetamiprido e tiametoxam) ndo sao
eficientes no controle de D. suzukii (Bruck et al. 2011; Andreazza et al. 2016; Schlesener et
al. 2017a). No entanto, causaram mortalidade significativa de T. anastrephae e P.
vindemmiae, sendo 0 mesmo verificado para A. colemani (Roubos et al. 2014) e T. pretiosum
nos estagios imaturos (Khan e Ruberson 2017) e adulto (Khan et al. 2015). Os
neonicotinoides sdo inseticidas sistémicos, aplicados via foliar, tratamento de semente ou
granulados adicionados ao solo, e causam efeitos negativos em parasitoides pelo contato
direto (via aplicacdo), através da ingestdo de pdlen ou néctar de plantas tratadas, ou quando se
desenvolvem em hospedeiros previamente contaminados. A utilizacdo desses inseticidas
também podem resultar em efeitos sub-letais na reproducéo, comportamento de
forageamento, fecundidade e longevidade (Cloyd and Bethke 2011; Cloyd 2012). Os
inseticidas acetamiprido e tiametoxam causaram grande diminuicao na taxa de parasitismo de
T. anastrephae e P. vindemmiae, no entanto acetamiprido ndo reduziu a longevidade de P.

vindemmiae (Figura 3).



110

A integracdo e compatibilidade entre o controle biolégico e quimico é o principio
fundamental do manejo integrado de pragas (MIP). A compatibilidade se refere a habilidade
de combinar inimigos naturais e pesticidas seletivos, regulando a populacao de artropodes
praga, sem no entanto, afetar direta ou indiretamente a biologia e dindmica populacional de
inimigos naturais (Cloyd 2012). Sendo assim, baseado em trabalhos anteriores (Schlesener et
al. 2017a), o presente estudo fornece informacdes relevantes sobre efeitos diretos e indiretos
sobre dois inimigos naturais de D. suzukii, T. anastrephae e P. vindemmiae, que auxiliardo na

elaboracdo de estratégias de manejo da praga e conservagdo dos parasitoides.
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Tabela 1. Inseticidas utilizados nos bioensaios com Trichopria anastrephae e

Pachycrepoideus vindemmiae, com suas respectivas concentragdes e grupo quimico.

Ingrediente
Nome comercial Concentracao Dose Grupo Quimico

ativo (i.a.)*
Abamectina Vertimec® EC 18 g.L? 0,013 Avermectina
Acetamiprido Mospilan® SP 200 g.kg* 0,080 Neonicotinoide
Tiametoxam Actara® WG 250 g.kg* 0,025 Neonicotinoide
Malationa ChgfnaiLaé?/f@nEC 1000 g.L*! 3,500 Organofosforado
Fosmet Imidan® WP 500 g.kg* 1,000 Organofosforado
Deltametrina Decis® EC 25¢g.L1 0,010 Piretroide
Espinetoram Delegate® WG 250 g.kg* 0,005 Espinosina
Espinosade Tracer® SC 480 g.L* 0,072 Espinosina

*Produtos fitossanitarios utilizados para o controle de pragas nas culturas representativas maca
(Malus domestica) e uva (Vitis vinifera), conforme Instrugdo Normativa n° 1, de 23 de fevereiro de

2010.

EC= concentrado emulsionavel; SC= suspensdo concentrada; SP= p6 solivel, WG= granulado

solvel; WP= p6 molhavel.
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Tabela 2. Percentual médio de mortalidade (%) de adultos de Trichopria anastrephae apés 2, 4, 24, 48, 72, 96 e 120 h ap06s exposicédo a residuos

de diferentes inseticidas (24+3 °C, 75+10% UR, fotoperiodo 14 L:10 D h).

Ingrediente ativo

Mortalidade média de parasitoides (%xEP)

2h 4 h 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Abamectina 0,00+0,00 c* 0,00+0,00 ¢ 0,00+0,00 ¢ 5,00+£2,89 ¢ 5,00£2,89 ¢ 5,00£2,89 ¢ 7,50+2,50 c
Acetamiprido 30,00+4,08b  47,50+8,54ab  52,50+6,29 b 62,50+6,29b  67,50£11,09b 67,50+11,09b  75,00+£8,66 b
Tiametoxam 35,00+5,00b  47,50+4,79ab  90,00+4,08 ab  100,00£0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00 a
Malationa 100,00+0,00 a  100,00+0,00 a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00 a
Fosmet 47,50+2,50 ab  95,00+5,00ab  100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a  100,00+0,00 a
Deltametrina 40,00+4,08 ab  52,50+6,29 ab  67,50£6,29 ab  90,00+4,08 a 90,00+4,08 a 90,00+4,08 a 90,00+4,08 a
Espinetoram 0,00+0,00 c 0,00+0,00 c 7,50£2,50 ¢ 17,50+4,79 c 17,50+4,79 c 17,50+4,79 c 17,50+4,79 c
Epinosade 0,00+0,00 c 0,00+0,00 c 0,00+0,00 c 7,50£2,50 ¢ 10,004+4,08 c 12,504+2,50 ¢ 15,0045,00 ¢
Testemunha 0,00+0,00 ¢ 0,00+0,00 c 0,00+0,00c 0,00+0,00 c 0,00+0,00 ¢ 0,00+0,00 ¢ 0,00+0,00 ¢
H 33,50 33,62 33,97 33,41 32,29 32,64 32,63
dftotal 35 35 35 35 35 35 35
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

*Kruskal-Wallis (H), seguido por teste de Dunn com correcao de Bonferroni (p < 0,05). Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
estatisticamente entre si.
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Tabela 3. Percentual médio de mortalidade (%) de adultos de Pachycrepoideous vindemmiae apos 2, 4, 24, 48, 72, 96 e 120 h apds exposi¢do a
residuos de diferentes inseticidas (24+3 °C, 75+10% UR, fotoperiodo 14 L:10 D h).

Ingrediente ativo

Mortalidade média de parasitoides (%oxEP)

2h 4 h 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Abamectina 10,00+4,08 c*  27,50+4,79c  100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a  100,00+0,00 a
Acetamiprido 52,50+6,29b  62,50+11,09b 70,00+10,80b 70,00+10,80b  70,00+10,80b  70,00+10,80b  70,00+10,80 b
Tiametoxam 80,00+7,07a  100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a  100,004+0,00 a
Malationa 100,00+0,00 a  100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00 a2 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00 a
Fosmet 25,00£6,45 ¢ 65,00+5,00 b 77,50+7,50 b 85,00+6,45 b 87,50+7,50 b 87,50+7,50 b  90,00+5,77 ab
Deltametrina 55,00+6,45b  100,00+0,00a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a  100,00+0,00 a
Espinetoram 75,00+11,90ab  100,00+0,00a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 100,00£0,00 a 100,00+0,00a  100,00+0,00 a
Espinosade 25,00+6,45 ¢ 90,00+7,07a  100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00 a
Testemunha 0,00+0,00 cd 0,00+0,00d 0,00+0,00 c 0,00+0,00 ¢ 0,00+0,00 ¢ 0,00+0,00 ¢ 0,00+0,00 ¢
H 31,68 32,79 34,50 32,21 31,05 31,05 31,30
dftotal 35 35 35 35 35 35 35
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

* Kruskal-Wallis (H), seguido por teste de Dunn com correcdo de Bonferroni (p < 0,05). Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem
estatisticamente entre si.
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Tabela 4. Tempo letal (TLso) de diferentes inseticidas a adultos de Trichopria anastrephae e
Pachycrepoideus vindemmiae (2413 °C, 75+10% UR, fotoperiodo 14 L:10 D h).

Ingrediente

Coeficiente

2 1 0, 2 3
ativo Inseto N angular+EP TLso (h)! 1C (95%) (h)> df
T. anastrephae 40 -- - - - -
Abamectina
P.vindemmiae 40 3,57#0,61 1,75 5,27 4,26 — 7,15 7
T. anastrephae 40 0,55+0,12 1,87 11,34 4,20-2145 7
Acetamiprido
P.vindemmiae 40 0,63+0,07 15,96 5,50 1,47-14,02 7
T. anastrephae 40 2,09+0,22 5,32 4,13 2,92 — 5,86 7
Tiametoxam
P.vindemmiae 40 2,92+0,44 4,53 0,79 041-1,17 7
T. anastrephae 40 3,65+0,46 3,06 0,53 0,45-0,62 7
Malationa
P.vindemmiae 40 3,24+0,41 1,80 0,48 0,40-0,58 7
T. anastrephae 40 4,79+0,69 0,69 1,95 1,69 -2,25 7
Fosmet
P.vindemmiae 40 0,39%0,13 0,86 0,12 0,10 -1,05 7
T. anastrephae 40 1,07£0,11 4,95 4,86 3,07-7,10 7
Deltametrina
P.vindemmiae 40 2,20+0,30 11,26 1,13 0,45-1,86 7
T. anastrephae 40 - -- -- -- --
Espinetoram
P.vindemmiae 40 3,45+0,56 3,16 1,98 1,66 —2,37 7
T. anastrephae 40 -- -- -- - -
Espinosade
P.vindemmiae 40 3,82+0,73 1,97 1,18 0,92-1,39 7

TLso (h) = Tempo

Pachycrepoideus vindemmiae. 2IC = intervalo de confianca. 3df = graus de liberdade.

requerido para matar 50% dos individuos de Trichopria anastrephae e
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Tabela 5. Média de pupas parasitadas (%) e redugdo do parasitismo (%) de adultos de

Trichopria anastrephae (Fo) expostos a residuos de diferentes inseticidas, porcentagem média

de emergéncia (%), reducdo na emergéncia (E) e razdo sexual dos parasitoides (F1) e respectiva
classe toxicologica proposta pela IOBC/WPRS (24+3 °C, 75£10% UR, fotoperiodo 14 L:10 D

h).
Pupas parasitadas Emergéncia
Ingrediente
Er%o! Ee%o?
ativo %+EP* %+EP* Razéo sexual

[C]? [C]?
Abamectina 85,00+3,72a 10,52 [1] 100,00+0,00a 0,00 [1] 0,68 ™
Acetamiprido 0,00+0,00b 100,00 [4] 0,00+0,00b 100,00 [4] --
Tiametoxam 7,00£3,66b  92,63[3]  0,00£0,00b 100,00 [4] -
Malationa 0,00+0,00b 100,00 [4] 0,00+0,00b 100,00 [4] -
Fosmet 0,00+0,00b 100,00 [4] 0,00£0,00b 100,00 [4] -
Deltametrina 0,00+0,00b 100,00 [4] 0,00+0,00b 100,00 [4] --
Espinetoram 77,00£6,33a 18,94[1] 85,00+10,67a 15,00 [1] 0,66
Espinosade 88,00+6,79a  7,36[1] 98,88+1,11a  1,11[1] 0,69
Testemunha 95,00+2,68 a -- 100,00+0,00 a -- 0,71
H 79,97 -- 83,92 -- 1,27
P <0,0001 -- <0,0001 -- 0,74
dftotal 179 -- 179 - 79

*Kruskal-Wallis (H) seguido por teste de Dunn com correcéo de Bonferroni (p < 0,05). Médias
seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si. *Reducdo no
parasitismo (Ep) ou reducdo na emergéncia do parasitoide (EE) em comparagdo com o
tratamento controle. 2IOBC/WPRS classes: 1= indcuo (E<30%); classe 2= levemente nocivo
(30%<E<79%); classe 3= moderadamente nocivo (80%<E<99%); classe 4= nocivo (E>99%).
"S Ndo significativo na coluna pelo teste de qui-quadrado.



121

Tabela 6. Média de pupas parasitadas (%) e redugdo do parasitismo (%) de adultos de
Pachycrepoideus vindemmiae (Fo) expostos a residuos de diferentes inseticidas, porcentagem
média de emergéncia (%), reducdo na emergéncia (E) e razdo sexual dos parasitoides (F1) e
respectiva classe toxicoldgica proposta pela IOBC/WPRS (24+3 °C, 75+10% UR, fotoperiodo
14 L:10 D h).

Pupas parasitadas Emergéncia
Ingrediente
Er%o! Ee%!
ativo %+EP* %+EP* Razéo sexual

[C]? [C]?
Abamectina 7,00+2,13b  91,46[3] 0,00+0,00b 100,00 [4] -
Acetamiprido 22,00+4,42b 73,17[2] 100,00+0,00a 0,00 [1] 0,821
Tiametoxam 0,00+0,00c 100,00 [4] 0,00+0,00b 100,00 [4] -
Malationa 0,00+0,00c 100,00 [4] 0,00+0,00b 100,00 [4] -
Fosmet 8,00+1,33b  90,24[3]  0,00+0,00b 100,00 [4] -
Deltametrina 0,00+£0,00c 100,00 [4] 0,00+0,00b 100,00 [4] -
Espinetoram 0,00+0,00c 100,00 [4] 0,00+0,00b 100,00 [4] -
Espinosade 4,00+£1,63 bc 95,12 [3] 0,00+0,00 b 100,00 [4] -
Testemunha 82,0045,53 a -- 100,00+0,00 a -- 0,85
H 72,34 -- 89,00 -- 0,51
P <0,0001 -- <0,0001 -- 0,47
dftotal 179 -- 179 -- 39

*Kruskal-Wallis (H) seguido por teste de Dunn com correcéo de Bonferroni (p < 0,05). Médias
seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si. *Reducdo no
parasitismo (Ep) ou reducdo na emergéncia do parasitoide (EE) em comparacdo com o
tratamento controle. 2IOBC/WPRS classes: 1= indcuo (E<30%); classe 2= levemente nocivo
(30%<E<79%); classe 3= moderadamente nocivo (80%<E<99%); classe 4= nocivo (E>99%).
"S Ndo significativo na coluna pelo teste de qui-quadrado.
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Figura 1: Detalhe do encapsulamento da forma imatura de parasitoide no abdome de

Drosophila suzukii.
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Figura 2: Curva de longevidade de adultos de Trichopria anastrephae expostos a residuos dos
agrotoxicos abamectina (Abamect), espinetoram (Spinetm) e espinosade (Spinosd) e
testemunha. As curvas foram geradas por estimadores de Kaplan-Meier e comparadas pelo teste

de Log-Rank (p > 0,05).
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Figura 3. Curva de longevidade de adultos de Pachycrepoideus vindemmiae expostos a

residuos do inseticida acetamiprido (Acetamp) e testemunha. As curvas foram geradas por

estimadores de Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de Log-Rank (p < 0,05).



Consideracfes Finais

Drosophila suzukii € uma praga que se estabeleceu recentemente no Brasil, e
que vem causando uma seérie de prejuizos a produtores de pequenas frutas em
regides de clima temperado. Devido a sua importancia econémica, indmeros grupos
de estudos ao redor do mundo do mundo buscam o entendimento sobre a biologia,
ecologia e métodos de controle para essa espécie, no entanto, pouco se sabe sobre
populacdes sul-americanas.

A droséfila-da-asa-manchada apresenta um comportamento de oviposicéo
diferenciado em relacdo a maioria dos outros drosofilideos, o que possibilita a
exploracdo de um nicho ecolégico diferenciado. Sendo assim, o aprimoramento de
técnicas de criacdo com dietas artificiais € de extrema importancia, a fim de
proporcionar insetos de boa qualidade e a baixo custo, para estudos em laboratério,
e até mesmo para manejo como o controle autocida. No presente estudo, verificamos
gue as Dietas A (farinha de milho — glucose — levedura) e C (farinha de milho — melaco
— levedura) foram adequadas para o desenvolvimento de D. suzukii, e apresentaram
um menor custo em relacdo a Dieta B (farinha de milho — acucar — levedura). Além
dos aspectos nutricionais, a textura da dieta também parece afetar o desenvolvimento
larval, pois a dieta B, que apresenta a maior quantidade de gelificante (agar puro
bacteriol6gico), proporcionou a menor viabilidade (42%) no desenvolvimento do ciclo
bioldgico (ovo a adulto).

O desenvolvimento de D. suzukii também é influenciado pela variacdo de
temperatura. A temperatura base para a populacdo estudada foi de 7,85°C, e néo
foram observada emergéncias de adultos nas temperaturas de 30 e 33°C, o0 que
sugere que estas temperaturas estejam proximas ao limite superior para o
desenvolvimento da espécie. Até o momento, D. suzukii foi registrada apenas em
Estados das regides Sul e Sudeste, que apresentam maiores variagdes térmicas ao
longo do dia e condicbes de temperatura mais amenas em relacdo a Estados

localizados em baixas latitudes. Segundo os dados apresentados nesse estudo, €
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possivel inferir que D. suzukii € uma espécie de clima mais ameno, e que
provavelmente ndo serd um problema nas regides tropicais do Brasil.

Apesar de sua importancia econémica, especialmente para regides de clima
temperado, ainda ndo existem formas de controle eficientes para essa espécie. Nos
EUA e Europa, a principal forma de manejo é através do controle quimico, com
inseticidas dos grupos da espinosinas, piretroides e organofosforados. No Brasil, as
culturas produtoras de pequenas frutas sofrem com a caréncia de produtos
registrados, e além disso, até o momento, nenhum produto foi registrado para o
controle de D. suzukii. No presente trabalho demonstramos que a maioria dos
inseticidas utilizados para o manejo de pragas na fruticultura sdo eficientes para o
manejo da drosofila-da-asa-manchada. No entanto, grande parte dos inseticidas
também causam efeitos adversos aos parasitoides de pupa Trchopria anastrephae e
Pachycrepoideus vindemmiae. Dentre os inseticidas testados, podemos destacar 0s
pertencentes ao grupo das espinosinas, que causou 100% de mortalidade da praga
(espinosade), e foram seletivos ao parasitoide T. anastrephae (espinosade e
espinetoram) considerados indcuos (classe 1) para essa espécie.

Os resultados apresentados na presente tese servirdo como base para estudos
futuros, e auxiliardo no desenvolvimento de estratégias de manejo de D. suzukii,
através da previsao de ocorréncia da praga em determinada regido e da eficiéncia dos
inseticidas sobre a espécie-alvo, preconizando os inseticidas que causam menor
efeito sobre a dindmica populacional dos parasitoides de pupa T. anastrephae e P.

vindemmiae.
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