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Resumo

GARCEZ, Amanda Montandon. Biologia de Pachycrepoideus vindemmiae
(Hymenoptera: Pteromalidae) em diferentes hospedeiros e competicdo com
Trichopria anastrephae (Hymenoptera: Diapriidae) em puparios de Drosophila
suzukii (Diptera: Drosophilidae). Orientador. Dori Edson Nava. 2021. 74f.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Poé6s-Graduacdo em Fitossanidade.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

Pachycrepoideus vindemmiae (Rondani, 1875) (Hymenoptera: Pteromalidae) € um
ectoparasitoide pupal generalista. Seus hospedeiros incluem espécies de grande
importancia econdmica, dentre eles destacam-se os tefritideos Anastrepha
fraterculus (Wiedemann, 1830) e Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824), que
comprometem a producéo de frutas devido os danos diretos e indiretos, e Drosophila
suzukii (Matsumura, 1931) (Diptera: Drosophilidae) que recentemente tornou-se uma
das mais importantes pragas de pequenos frutos a nivel mundial. O desempenho do
parasitoide esta relacionado a qualidade do hospedeiro, e neste sentido, a primeira
etapa desse trabalho teve por objetivo determinar os parametros bioldgicos e a
elaboragcdo da tabela de vida de fertilidade de P. vindemmiae em pupéarios de A.
fraterculus, C. capitata e D. suzukii. O parasitoide desenvolveu-se nas trés espécies
estudadas, porém, a populacdo de P. vindemmiae oriunda do hospedeiro D. suzukii,
apesar dos parentais serem menos longevos, possui desempenho superior as
provenientes de A. fraterculus e C. capitata. O endoparasitoide Trichopria
anastrephae Costa Lima (Hymenoptera: Diapriidae) e P. vindemmiae sé&o
considerados potenciais agentes para o controle de D. suzukii, no entanto, possuem
a mesma guilda de alimentacao, resultando em competicao interespecifica. Dessa
forma, a segunda etapa do trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimento de
ambos parasitoides em um cenario de competicéo intrinseca, ofertando puparios de
D. suzukii previamente parasitados por P. vindemmiae estando em diferentes
estagios de desenvolvimento (ovo, larvas de 1° instar, larvas de 2°/3° instar, larvas
de 4° instar e pupa) para T. anastrephae. Para P. vindemmiae foram ofertados
puparios contendo diferentes estagios de desenvolvimento de T. anastrephae (ovo,
larvas de 1° instar, larvas de 2° instar, larvas de 3° instar e pupa). Também foi
avaliada a preferéncia dos parasitoides por puparios previamente parasitados ou
pupdrios integros de D. suzukii. Em testes sem chance de escolha, T. anastrephae
parasitou apenas pupdarios em que P. vindemmiae encontrava-se em estagios
iniciais (ovo ou larvas de 1° instar), no entanto, nestes casos, a emergéncia de P.
vindemmiae foi superior. O parasitoide T. anastrephae, em oportunidade de escolha,
preferiu puparios de D. suzukii ndo parasitados, 0s quais apresentaram também
maior emergéncia de T. anastrephae. O parasitoide P. vindemmiae parasitou
pupdrios contendo todos os estagios de T. anastrephae, porém sua emergéncia foi
superior apenas quando T. anastrephae encontrava-se no estagio de pupa. Quando
houve chance de escolha P. vindemmiae preferiu parasitar puparios previamente
parasitados por T. anastrephae a puparios integros de D. suzukii, indicando que o
mesmo também é considerado um hiperparasitoide facultativo.

Palavras-chave: Controle Biol6gico, Moscas-das-frutas, Drosofila-da-Asa-Manchada,
tabela de vida de fertilidade, Competigéo intrinseca.



Abstract

GARCEZ, Amanda Montandon. Biology of Pachycrepoideus vindemmiae
(Hymenoptera: Pteromalidae) on different hosts and competition with
Trichopria anastrephae (Hymenoptera: Diapriidae) in Drosophila suzukii
(Diptera: Drosophilidae) pupae. Advisor: Dori Edson Nava. 2021. 76f. Dissertation
(Master's Degree) — Crop protection Graduate Program, Federal University of
Pelotas, Pelotas, 2021.

Pachycrepoideus vindemmiae (Rondani, 1875) (Hymenoptera: Pteromalidae) is a
generalist pupal ectoparasitoid. Its hosts include species of great economic
importance, among which stand out the tephritids Anastrepha fraterculus
(Wiedemann, 1830) and Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824), that affect fruit
production due to their direct and indirect damage, and Drosophila suzukii
(Matsumura, 1931) (Diptera: Drosophilidae) that has recently become one of the
most important pests of berries in the world. Parasitoid performance is related to host
quality, thus, the first chapter of this dissertation aimed to determine the biological
parameters and the elaboration of the fertility life table of P. vindemmiae in puparia of
A. fraterculus, C. capitata and D. suzukii. The parasitoid developed in the three
species studied, however, the population of P. vindemmiae originating from the host
D. suzukii, despite displaying shorter longevity, has a better performance than those
from A. fraterculus and C. capitata. The endoparasitoid Trichopria anastrephae Lima
(Hymenoptera: Diapriidae) and P. vindemmiae are considered potential agents to
control D. suzukii, however, they have the same feeding guild, resulting in an
interspecific competition. In order to evaluate the development of both parasitoids in
a scenario of intrinsic competition, we offered puparia of D. suzukii previously
parasitized by P. vindemmiae to T. anastrephae, with the first parasitoid in different
stages of development (egg, 1st instar, 2nd/3rd instar, 4th instar or pupa). We also
offered for P. vindemmiae pupae containing different stages of development of T.
anastrephae (egg, 1st, 2nd, 3rd instar or pupa). We also evaluated the preference of
parasitoids for previously parasitized pupae and non-parasitized D. suzukii pupae. In
non-choice bioassays, T. anastrephae only parasitized pupae in which P.
vindemmiae was in early stages (egg and 1st instar), however, in these cases, the
emergence of P. vindemmiae was higher. The parasitoid T. anastrephae, in choice
bioassays, preferred non-parasitized puparia of D. suzukii, which also presented a
greater emergence of T. anastrephae. The parasitoid P. vindemmiae parasitized
pupae with all stages of T. anastrephae, but its emergence was superior only when
T. anastrephae was in the pupal stage. In choice bioassays, P. vindemmiae preferred
to parasitize pupae previously parasitized by T. anastrephae rather than non-
parasitized D. suzukii pupae, indicating that P. vindemmiae is considered an
facultative hyperparasitoid.

Keywords: Biological Control, Fruit flies, Spotted Wing Drosophila, Fertility life table,
Intrinsic competition.
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1 Introducéo geral

Andlises filogenbmicas sugerem que 0s insetos surgiram ha
aproximadamente 479 milhdes de anos (MISOF et al.,, 2014), indicando que
sobreviveram as principais extingdes em massa dos periodos Permiano e Cretaceo.
Baixas taxas de extincdo e altas taxas de especializacdo permitiram sua
perpetuacdo ao longo dos anos (GRIMALDI et al., 2005), resultando em sua
abundéancia e diversidade. A capacidade de adaptacdo dos insetos permitiu que
explorassem diferentes nichos troficos (JANKIELSOHN, 2018; SCHOWALTER,
2016), tornando-os responsaveis por diversos servigcos ecossistémicos (OLIVEIRA;
AMEIXA; SOARES, 2019; FORISTER, 2019).

Dentro das copiosas ordens que classificam os insetos, 0os que compdem a
ordem Hymenoptera s&o organismos fundamentais para o funcionamento dos
ecossistemas terrestres e concomitantemente, possuem grande importancia
econdmica (FERNANDEZ; SHARKEY, 2006; JANKIELSOHN, 2018). Os
himenopteros sao responsaveis pela polinizacdo de diversas espécies de plantas
cultivadas e silvestres, além de atuarem na manutencdo do equilibrio ecoldgico
controlando populacdes de muitos artrépodes (BELL et al., 2008; JANKIELSOHN,
2018; LONSDOREF et al., 2009; SLADE et al., 2016).

Ainda que exista caréncia de nUmeros precisos e atualizados, estima-se que
0os parasitoides representem aproximadamente 10% das espécies de insetos
(GASTON, 1991). No entanto, mediante o uso de estimativas medianas, presume-se
gue 70% das espécies de artropodes aguardam descricdo (HAMILTON et al., 2010),
indicando que a quantidade pode ser bem maior.

Os parasitoides, em sua maioria himenépteros (LASALLE; GAULD, 1991;
GOULET; HUBER, 1993), sdo insetos que quando adultos possuem vida livre e nas
fases imaturas se desenvolvem em ovos, larvas/ninfas e/ou pupas de um dnico
individuo, seu hospedeiro, causando sua morte (GODFRAY, 1994). As espécies que
tem como hospedeiros insetos considerados pragas agricolas, sdo consideradas
como potenciais agentes para utilizacdo no controle biolégico em agroecossistemas
(VAN LENTEREN, 2012).

As classificacbes que diferenciam o0s parasitoides sdo baseadas nas
estratégias de parasitismo e na forma de exploracdo do hospedeiro (PARRA, 2002).

Constantemente sao classificados entre endoparasitoides, que se desenvolvem no
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interior do seu hospedeiro e ectoparasitoides, 0s que ovipositam no exterior e suas
larvas se alimentam do hospedeiro através das pecas bucais (PARRA, 2002).
Recebem ainda classificagdo de acordo com o nimero de larvas que completam seu
desenvolvimento no hospedeiro, sendo uma para solitario e varias para gregario
(GODFRAY; 1994).

Outra distincao frequentemente feita entre parasitoides € quanto a forma de
exploragdo do hospedeiro podendo ser classificados como idiobiontes ou
coinobiontes. Alusivo ao primeiro, a fémea no momento do parasitismo, ou as larvas
interrompem o desenvolvimento do hospedeiro, paralisando-o ou matando-o. Por
outro lado, nos coinobiontes, o hospedeiro continuard a se desenvolver apds o
parasitismo (HAWKINS, 1993; PARRA, 2002; QUICKE, 2014).

Dentre a diversidade de parasitoides, Pachycrepoideus vindemmiae
(Rondani, 1875) (Hymenoptera: Pteromalidae) € citado em trabalhos de
levantamentos populacionais, além de estudos basicos para estratégias de controle
(BEZERRA DA SILVA et al., 2019; BONNEAU et al., 2019; COELHO et al., 2020;
GABARRA et al.,, 2015; HOELMER et al.,, 2011; OVRUSKI et al., 2000; WANG,;
MESSING, 2004). Trata-se de um ectoparasitoide pupal solitario de dipteros que
possui distribuicdo cosmopolita. E classificado como generalista, apresentando
registros de ataque a mais de 60 espécies, cujos hospedeiros pertencem as familias
Drosophilidae, Anthomyiidae, Calliphoridae, Muscidae, Sarcophagidae, Tachinidae e
Tephritidae (MARCHIORI; BARBARESCO, 2007; MARCHIORI; BORGES, 2017,
MARCHIORI; BORGES; FERREIRA, 2013).

Em relacdo a vasta gama de dipteros associados a P. vindemmiae, a
mosca-das-frutas sul-americana Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera:
Tephritidae), a mosca-do-mediterraneo Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824)
(Diptera: Tephritidae) e a drosofila-da-asa-manchada Drosophila suzukii Matsumura,
1931 (Diptera: Drosophilidae) constituem um dos grupos mais importantes de pragas
da fruticultura nacional (ANDREAZZA et al., 2017; BOTTON et al., 2016; NAVA;
BOTTON, 2010; OLIVEIRA et al., 2014; RUIZ et al., 2014; UCHOA, 2012).

Anastrepha fraterculus, espécie nativa da regido Neotropical e C. capitata,
nativa da Africa, sdo responsaveis por perdas significativas no agronegécio. Ambas
afetam a producéo de frutas pelos seus danos diretos ocasionados pelas fémeas no
momento da oviposi¢cdo, e pelas larvas durante seu desenvolvimento; e tambéem

causam danos indiretos, devido a limitacdo a exportacdo para paises onde as
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espécies estdo ausentes (DIAS et al., 2018; HERNANDEZ-ORTIZ; BARRADAS-
JUANZ; DIAZ-CASTELAZO, 2019; LANZAVECCHIA et al., 2014; NAVA; BOTTON,
2010).

Drosophila suzukii, espécie nativa do sudeste da Asia (ASPLEN et al., 2015),
nos ultimos 15 anos tornou-se uma das mais importantes pragas de pequenos frutos
nos continentes Americano e Europeu, com perdas econdmicas significativas em
nivel global (DE ROS et al., 2015; FARNSWORTH et al., 2017; MAZZI et al., 2017,
WALSH et al., 2011). A capacidade de realizar migragbes sazonais permite que a
espécie se multiplique e amplie a exploracdo por recursos alimentares, ocasionando
sua ampla distribuicdo e polifagia (TAIT et al., 2018), sendo relatada em treze
familias de plantas (CLOONAN et al., 2018).

Devido o grande numero de hemdécitos presente na fase larval, D. suzukii
possui um sistema de defesa eficiente, 0 que permite encapsular ovos de
parasitoides larvais. No entanto, tal situacdo é observada com menos frequéncia em
parasitoides pupais (KACSOH; SCHLENKE, 2012). Dentre estes, Trichopria
anastrephae Costa Lima, 1940 (Hymenoptera: Diapriidae) € um endoparasitéide
pupal, nativo da América do Sul e registrado parasitando D. suzukii em condicdes de
campo no sul do Brasil (ANDREAZZA et al., 2017; WOLLMANN et al., 2016). Por
apresentar grande aptiddo em parasitar a praga em laboratorio, vem sendo
considerado um dos candidatos mais promissores para o controle biol6gico de D.
suzukii no Brasil (ANDREAZZA et al., 2017; VIEIRA et al., 2020; WOLLMANN et al.,
2016).

Pachycrepoideus vindemmiae possui a capacidade de parasitar outros
parasitoides (WANG; MESSING, 2004), sendo, portanto, considerado um
hiperparasitoide (SULLIVAN, 2009). Dois tipos principais de hiperparasitismo podem
ser distinguidos: hiperparasitismo obrigatorio, quando o inseto desenvolve-se
exclusivamente em parasitéides primarios, e hiperparasitismo facultativo, quando se
desenvolve no parasitoide primario ou em seu hospedeiro (SULLIVAN, 2009). Wang
e Messing (2004) relataram que P. vindemmiae é um competidor superior a outros
parasitbides pupais de tefritideos. A vantagem competitiva pode estar atrelada a
presenca das proteinas de veneno de P. vindemminae, que devido as adaptagfes
especificas durante a coevolucdo parasitoides/hospedeiros, tem acéo paralisante
tanto em seu hospedeiro primario, bem como nos competidores de outras espécies
(GOECKS et al., 2013; MARTINSON et al., 2017, YANG et al., 2020).
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Da Costa Oliveira et al. (2021) constataram que devido a competicdo
intrinseca entre P. vindemmiae e T. anastrephae em puparios de D. suzukii, T.
anastrephae apresentou maior eficiéncia quando comparada a P. vindemmiae,
mesmo havendo reducdo do parasitismo em ambas as espécies. No entanto, a
variacdo no tempo de oviposicdo pode fornecer vantagem para P. vindemmiae,
devido sua caracteristica de hiperparasitoide (HOOD et al., 2021; YANG et al.,
2020). A compreensdo da competicdo envolvendo parasitoides é fundamental ndo
somente para a implementacdo de programas de controle biol6gico, mas também
para compreender a dinamica de formacdo de comunidades ecolégicas (LEIBOLD;
MCPEEK, 2006; MORIN, 2011; PRINS; VAN LANGEVELDE, 2008).

Portanto, o conhecimento dos aspectos bioecoldgicos de P. vindemmiae em
hospedeiros de diferentes géneros, e da competicio com T. anastrephae em
puparios de D. suzukii sdo essenciais para o entendimento ecoldgico e bioldgico,
além de subsidiar o seu papel em programas de controle biolégico. Dessa forma, os
objetivos deste trabalho foram: 1) Avaliar a biologia de P. vindemmiae nos
hospedeiros A. fraterculus, C. capitata e D. suzukii; e 2) Analisar a competicao
interespecifica entre T. anastrephae e P. vindemmiae em puparios de D. suzukii, em

diferentes estagios de desenvolvimento de ambos os parasitoides.



2 Artigo 1 - Journal of Economic Entomology
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Resumo - Pachycrepoideus vindemmiae (Rondani) € um ectoparasitoide pupal
solitario, caracterizado como generalista, capaz de parasitar dipteros de varias
familias e géneros. Neste estudo, examinamos os parametros biolégicos de P.
vindemmiae nos hospedeiros: Anastrepha fraterculus (Wiedemann), Ceratitis
capitata (Wiedemann) e Drosophila suzukii (Matsumura), a fim de identificar a
espécie que fornece as melhores condi¢cdes para o desenvolvimento deste
parasitoide. O experimento foi realizado em salas climatizadas com temperatura de
25 + 2 °C, umidade relativa do ar de 70 £ 10 % e fotofase de 12 h. Puparios de 24h
de A. fraterculus, C. capitata e D. suzukii foram oferecidos diariamente a 25 casais
do parasitoide. Foram determinados o percentual de parasitismo, percentual de
emergéncia, tamanho da tibia posterior, razado sexual e longevidade. Com os dados
bioldgicos elaborou-se a tabela de vida de fertilidade. Pachycrepoideus vindammiae
parasitou puparios das trés espécies hospedeiras. Os diferentes hospedeiros nao
afetaram a razéo sexual do parasitoide. Os parasitoides parentais oriundos de
puparios de A. fraterculus e C. capitata foram mais longevos quando comparados
aos oriundos de D. suzukii. Nos demais parametros avaliados os parasitoides
oriundos de D. suzukii apresentaram desempenho superior, fato este comprovado
pelo menor intervalo entre geracdes (T) e maior taxa liquida de reproducéo (Ro),
taxa intrinseca de aumento (rm) e a taxa finita de aumento (A).

Palavras-chave: controle biolégico, moscas-das-frutas, drosofila, criacdo, tabela de

vida
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Introducao

Pachycrepoideus vindemmiae (Rondani, 1875) (Hymenoptera: Pteromalidae) é
um ectoparasitoide pupal generalista, relatado em muitas espécies de Diptera e em
60 paises ao redor do mundo (Wang and Messing 2004). Seus hospedeiros incluem
espécies de grande importancia econémica, com destaque para as familias
Tephritidae e Drosophilidae (Marchiori and Borges 2017, Rasool et al. 2017, Funes
et al. 2019, Zhang et al. 2021).

Dentre os hospedeiros associados a P. vindemmiae, as moscas-das-frutas
(Diptera: Tephritidae) sédo consideradas as pragas mais preocupantes no cenario da
fruticultura mundial (Ruiz et al. 2014). Na América do Sul, as espécies Anastrepha
fraterculus (Wiedemann, 1830) e Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) sao
consideradas as pragas mais importantes economicamente do grupo dos tefritideos
(Uchba 2012). Além dos danos diretos e indiretos causados nos frutos (Nava and
Botton 2010, Botton et al. 2016), também sdo motivo para imposicao de barreiras
fitossanitarias causando restricbes para a exportacao (Szyniszewska and Tatem
2014, Lanzavecchia et al. 2014, Herndndez-Ortiz et al. 2019).

Além destes tefritideos, a droséfila-da-asa-manchada Drosophila suzukii
(Matsumura, 1931) (Diptera: Drosophilidae) nativa do sudeste da Asia, e atualmente
distribuida em vérios paises da Europa, América do Norte, America do Sul (Depra et
al. 2014) e Africa (Boughdad et al. 2021), tornou-se a praga mais importante de
pequenos frutos a nivel mundial (Walsh et al. 2011, Asplen et al. 2015, Andreazza et
al. 2017), principalmente nos cultivos de amora [Morus sp. (Urticales: Moraceae)],
cereja [Prunus sp. (Rosales: Rosaceae)], framboesa [Rubus idaeus Linnaeu
(Rosales: Rosaceae)], morango [Fragaria x ananassa Duch (Rosales: Rosaceae)] e

mirtilo [Vaccinium myrtillus Linnaeu (Ericales: Ericaceae)] (Lee et al. 2011,
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Schlesener et al. 2015, Klick et al. 2016, Bernardi et al. 2017).

Drosophila suzukii tem recebido atencédo devido seu alto potencial de danos
(Beers et al. 2011, Cini et al. 2012, loriatti et al. 2015), alta fecundidade e ciclo rapido
(Emiljanowicz et al. 2014, Tochen et al. 2014), alta taxa de disseminacéao global
(Asplen et al. 2015) e pela sua grande diversidade de hospedeiros (Lee et al. 2015;
Poyet et al. 2015; Kenis et al. 2016).

Pachycrepoideus vindemmiae esta atraindo consideravel interesse no campo
do controle biol6gico de moscas-das-frutas. Diversos estudos foram realizados para
determinar o potencial de controle biologico de tefritideos nos altimos anos (Ovruski
et al. 1999, Aluja et al. 2008, Yang et al. 2020). Além disso, o parasitoide também
possui grande potencial no controle de D. suzukii (Rossi Stacconi et al. 2015,
Bezerra da Silva et al. 2019, Bonneau et al. 2019; Schlesener et al. 2019).

Espécies de Drosophila exibem um sistema de defesa complexo e bastante
eficiente, responsavel por encapsular ovos de muitos parasitoides (Lavine and
Strand 2002). Em Drosophiila melanogaster Meigen (Diptera: Drosophilidae), o
veneno de P. vindemmiae foi capaz de inibir a aderéncia dos lamelécitos e induzir a
morte celular do plasmacito (Yang et al. 2020), que possuem um papel importante
na defesa contra o parasitismo (Tang 2014, Dudzic et al. 2015). O veneno de P.
vindemmiae também resultou na inibicdo da melanizacdo da hemolinfa (Yang et al.
2020), estratégia indispensavel utilizado pelo hospedeiro para matar os invasores
(Williams 2007).

Embora existam diversos trabalhos demonstrando o potencial de parasitismo
de P. vindemmiae, ha poucos estudos sobre sua biologia. Tais estudos sao
essenciais para entender a taxa de mortalidade e sobrevivéncia, o tempo de

crescimento, a capacidade reprodutiva e a expectativa de vida de uma populacéo
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(Gomes et al. 2017).

O objetivo do presente trabalho foi determinar os parametros biolégicos de P.
vindemmiae em puparios de A. fraterculus, C. capitata e D. suzukii, visando
determinar o melhor hospedeiro para sua criacdo em um futuro programa de
controle bioldgico.

Materiais e Métodos

Criacédo de insetos. Os insetos utilizados neste trabalho foram obtidos das criacdes
de manutencao do laboratério de Entomologia da Embrapa Clima Temperado
situada em Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil. As col6nias de A. fraterculus e C.
capitata foram criadas durante a fase larval em dieta artificial a base de gérmen de
trigo, seguindo metodologia adaptada de Nunes et al. (2013) e Goncalves et al.
(2013), respectivamente. A coldnia de D. suzukii foi mantida em tubos de ensaio (2,5
cm x 8,5 cm) contendo dieta artificial a base de farinha de milho, conforme a
metodologia proposta por Schlesener et al. (2017).

O parasitoide P. vindemmiae foi obtido de coletas de frutos infestados por
moscas-das-frutas em pomares de pessegueiro no municipio de Pelotas, RS, Brasil.
Em laboratério, ap6s a emergéncia, os parasitoides foram mantidos em gaiolas
plasticas (26,2 cm x 17,7 cm x 14,7 cm) e alimentados com solucéo de mel puro
(Bezerra da Silva et al. 2019). Para a realiza¢ao dos experimentos foram utilizados
parasitoides oriundos das cria¢cdes mantidas por 15 geracdes nos respectivos
hospedeiros (D. suzukii, A. fraterculus e C. capitata). Todas as popula¢gdes foram
mantidas em sala climatizada com temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa do ar
de 60 + 10% e fotofase de 12 h.

Biologia de P. vindemmiae. Para o estudo da biologia de P. vindemmiae, 25 casais

obtidos de cada hospedeiro (A. fraterculus, C. capitata e D. suzukii) foram formados
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guando os mesmos possuiam cinco dias de idade. Os casais foram individualizados
e mantidos em gaiolas formadas por copos plasticos (200 mL) invertidos na
respectiva tampa e fechados na parte superior com tecido voile. Foi oferecido mel
puro como fonte de alimento e agua, ambos embebidos em algodéo,
disponibilizados separadamente em placas de plastico (2,2 cm de diametro x 0,7 cm
de altura). O alimento foi trocado a cada 48h para evitar fermentacao e
contaminacgao por microrganismos, sendo a agua reposta diariamente.

No mesmo dia da formacé&o dos casais de cada populacéo até a morte das
fémeas, foram fornecidos 10 puparios, de 24h de cada hospedeiro (A. fraterculus, C.
capitata e D. suzukii), por fémea da respectiva espécie. Os puparios foram
colocados sobre algoddo umedecido com agua destilada, em placas de plastico (2,2
cm de diametro x 0,7 cm de altura). Decorrido 24h de exposicao, os puparios foram
retirados e acondicionados em tubos de acrilico (2,5 cm de diametro x 4,5 cm de
altura) fechados na parte superior com algodao para evitar a fuga dos adultos por
ocasiao da emergéncia. Para os puparios em que néao foi observado emergéncia
procedeu-se a dissecacao para verificar a presenca de parasitoides e/ou moscas.

Com base nos dados de emergéncia determinou-se o parasitismo de P.
vindemmiae em cada hospdeiro, bem como, a razédo sexual da populacéo
descendente e o nimero de puparios parasitados. Para determinar a longevidade
dos parentais, os insetos foram diariamente observados até a constatacao da morte
dos mesmos. A partir da determinacéo dos parametros bioldgicos, elaborou-se a
tabela de vida de fertilidade, estimando-se o intervalo entre geragoes (T), a taxa
liquida de reproducéo (Ro), a taxa intrinseca de crescimento (rm) e a taxa finita de
aumento (A) conforme (Southwood 1995).

Apo6s a emergéncia dos primeiros descendentes de cada hospedeiro, 50
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individuos de cada sexo foram individualizados e mortos, para afericdo do tamanho
da tibia posterior, as quais foram dispostas em laminas. Para aferi¢do, utilizou-se um
microscopio estereoscopico (Zeiss, Jena, Germany), aumento de 4x, e as tibias
foram medidas com o auxilio da camera (Leica Biosystems). Também foi verificado a
longevidade dos descendentes, amostrando-se 15 casais oriundos de cada
hospedeiro, os quais foram mantidos em condicdes similares aos seus progenitores,
porém sem oferta de puparios.

Analise estatistica. O experimento foi realizado em delineamento interiamente
casualizado com trés tratamentos (parasitoides oriundos de A. fraterculus, C.
capitata e D. suzukii) e 25 repeticbes (casais de parasitoides). Todos os dados foram
verificados quanto a normalidade e a homoscedasticidade dos residuos a partir dos
testes de Shapiro Wilk e Bartlett, respectivamente. Os dados referentes a
porcentagem de parasitismo, nimero de puparios parasitados, porcentagem de
emergéncia, comprimento da tibia e razao sexual, ndo atenderam aos pressupostos
de normalidade e homoscedasticidade e, portanto, foram submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis (p < 0,05). Quando confirmada a significAncia estatistica, os dados
foram comparados pelo teste de Dunn (p < 0,05). Os dados de longevidade de
machos e fémeas dos diferentes tratamentos, bem como dos descendentes de cada
um dos tratamentos, foram avaliados usando curvas de sobrevivéncia com o
estimador Kaplan-Meier, e comparados usando o teste de log-rank (p < 0,05). As
analises estatisticas foram realizadas no software R versdo 4.0.3 (R Core Team
2020). Os parametros da tabela de vida de fertilidade foram estimados pelo método
jacknife usando o programa Lifetable SAS (Maia et al. 2000) e as médias foram
comparadas utilizando um teste t bilateral usando o software SAS (SAS Institute

2011).
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Resultados

Efeito da espécie hospedeira sobre P. vindemmiae. O parasitismo (H=16,20,
df=2, p=0,0003), o numero de puparios parasitados (H = 16,20, df = 2, p = 0,0003), a
emergéncia (H=5,99, df=2, p=0,0500) e o comprimento da tibia de machos (H =
67,11, df = 2, p <0.0001) e fémeas (H = 101,87, df = 2, p <0.0001), foram
significativamente afetados pela espécie hospedeira. Foi possivel observar que
fémeas de P. vindemmiae oriundas de D. suzukii parasitaram em média 47,91% dos
puparios ofertados, sendo superior a A. fraterculus (24,78%) e C. capitata (11,76%),
concomitante com o numero de puparios parasitados por dia, que de 2,39+0,35 em
D. suzukii, 1,24+0,19 em A. fraterculus e 0,59£0,13 em C. capitata. Da mesma
forma, obtiveram-se maiores emergéncias em D. suzukii (96,43%) e A. fraterculus
(81,22%) em relacao a C. capitata (62,82%). Em contrapartida, os machos e fémeas
oriundos de A. fraterculus apresentaram o maior comprimento de tibia (416,25+2,51
e 428,39+1.33 um, respectivamente), quando comparados com os de C. capitata
(397,94+4,23 e 421.86+1,56 um, respectivamente) e D. suzukii (386,40+1,64 e
385,55+1,33 um, respectivamente). A razao sexual ndo foi afetada significativamente
pela espécie hospedeira (H = 4,49, df =2, p =0,1061) (Tabela 1).

A longevidade de fémeas (x%: 27,6 p<0,001) e machos (x* 15,6, p<0,001)
parentais foi afetada significativamente pela espécie hospedeira, sendo que os
insetos mais longevos foram os provenientes de A. fraterculus e C. capitata, ambos
superiores aos de D. suzukii (Figura 1). Em relacdo aos descedentes (F1), o
resultado do teste de log-rank demonstrou que a longevidade, tanto de machos (x%:
5,6, p=0,06) quanto de fémeas (x*: 0,3, p=0,90), ndo foi significativamente afetada

pela espécie hospedeira (Figura 2).
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Tabela de vida de fertilidade. Os parametros da tabela de vida de fertilidade de P.
vindemmieae foram afetados significativamente pela espécie hospedeira. O menor
intervalo entre geracdes (T) foi obtido em P. vindemmieae oriundos de D. suzukii (T=
29,65 dias) quando comparados com os parasitoides oriundos de A. fraterculus (T=
35,03 dias) e C. capitata (T= 36,16 dias). A taxa liquida de reproducédo (Ro), a taxa
intrinseca de aumento (rm) e a taxa finita de aumento (A) foram maiores para P.

vindemmiae desenvolvidos em D. suzukii (Ro= 31,85, rm=0,12 e A=1,12) (Tabela 2).

Discussao

O parasitoide P. vindemmiae desenvolveu-se nas trés espécies estudadas
respondendo diretamente aos diferentes hospedeiros. A capacidade de
desenvolvimento do parasitoide é explicada pela alta evolucédo adaptativa dos
parasitoides (Jones et al. 2015, Boycheva Woltering et al. 2019). Espécies
generalistas como P. vindemmiae possuem plasticidade fenotipica, permitindo que
os individuos se adaptem a diferentes hospedeiros (Tscharntke et al. 2007, Zepeda-
Paulo et al. 2013, Wang et al. 2021). Assim, o desenvolvimento de P. vindemmiae
pode sofrer alteracdes ao longo de varias geracdes em um determinado hospedeiro
(Jones et al. 2015).

O maior percentual de parasitismo foi obtido em insetos oriundo de D.
suzukii. Mariano-Macedo et al. (2020) encontraram percentual de parasitismo
semelhante aos encontrados neste estudo em puparios de 24h de D. suzukii
(50,40%). Bezerra da Silva et al. (2019) e Mariano-Macedo et al. (2020) relataram
fecundidade de fémeas oriundas de D. suzukii maior do que o valor encontrado por
Cancino et al. (2004) em Anastrepha ludens (Loew) (Diptera: Tephritidae). Wang and

Messing (2004) descreveram que P.vindemmiae parasitou mais puparios de D.
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melanogaster do que C. capitata, 0s autores presumem ser devido ao
desenvolvimento mais rapido em D. melanogaster e a expessura maior da pupa de
C. capitata que demanda mais tempo e energia na oviposi¢ao.

Segundo Jervis (2005) parasitoides maiores podem apresentar maior
fertilidade e fecundidade e, em estudo realizado por Zhou et al. (2014) foi observado
que P. vindemmiae oriundos de Musca domestica (Diptera: Muscidae) eram
significativamente maiores que os de D. melanogaster, e, portanto, apresentaram
maior longevidade, duracdo da oviposicdo e niumero de descendentes por fémea. No
entanto, nossos resultados demostram que as menores fémeas de P. vindemmiae
oriundas de D. suzukii (385,55+1,33 pum) parasitaram um maior nimero de puparios
por dia (2,39+0,35), do que as fémeas maiores oriundas de A. fraterculus e C.
capitata, indicando que nem sempre o0 menor tamanho esta relacionado com a
menor fecundidade, podendo esta ser influenciada por outros fatores, como
qualidade do hospedeiro.

Os parasitoides oriundos de D. suzukii expostos ao parasitismo
apresentaram menor longevidade. Lampson et al. (1996) sugerem que parasitoides
maiores possuem uma vida Gtil mais longa e assim maior competitividade. Mariano-
Macedo et al. (2020) encontraram maior logenvidade média em parasitoides fémeas
(32,2 £ 1,83 dias) do que machos (28,2 + 1,06 dias) diferentemente, do observado
em nosso estudo, onde as femeas foram menos longevas (TMS= 14,1 dias) que os
machos (18,6 dias). No entanto, analisando a F1, aos quais os parasitoides nao
eram expostos ao parasitismo, obteve-se resultados semelhantes aos encontrados
por Mariano-Macedo et al. (2020), sendo o tempo médio de sobrevivéncia de 37,1
dias para fémea e 34,1 dias para machos. A menor longevidade dos parasitoides

oriundos de D. suzukii, pode estar associado a energia gasta pelas fémeas no
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parasitismo.

A presenca de um maior numero de fémeas aumenta a taxa de crescimento
populacional e a taxa de parasitismo (Groth et al. 2017). Em estudos anteriores a
espécie hospedeira influenciou a porcentagem de fémeas de P. vindemmiae
(Cancino et al. 2004, Wang and Messing 2004, Zhao et al. 2013). Em nossos
ensaios, entretanto, a porcentagem de fémeas de P. vindemiae nao diferiu nos
diferentes hospedeiros estudados. No entanto, em todas as espécies hospedeira o
numero de descedentes fémeas foi elevado, Sun et al. (2013) indicaram que
acasalamento com machos virgens resultam em uma emergéncia baixa de
descedentes machos, porém o aumento do tempo de acasalamento e 0 aumento da
duracédo da oviposicao das fémeas resulta na diminuicdo da razdo sexual.

Dos hospedeiros estudados, D. suzukii € a espécie que possui o ciclo de
vida mais curto (Schlesener et al. 2017), mantendo-se em fase pupal por
aproximadamente 6 dias (Walsh et al. 2011, Emiljanowicz et al. 2014), enquanto que
A. fraterculus ~11 dias (Nunes et al. 2013, Dias et al. 2018) e C. capitata ~10 dias
(Nestel and Nemny-Lavy 2008, Ricalde et al. 2012). Estudos evolutivos indicam que
populacdes de parasitoides sdo altamente adaptativas aos seus hospedeiros
(Stireman et al. 2006, Henry et al. 2008, Forbes et al. 2009, Dion et al. 2011).
Estudos com parasitoides larvais, também indicaram que estes possuem a
capacidade de retardar sua propria taxa de maturacdo (Beckage 1993), mantendo-
se em um instar especifico até o hospedeiro atingir o estagio que corresponde as
suas necessidades nutricionais, vinculadas aos estimulos hormonais (Pennacchio et
al. 1993, Kadono-Okuda et al. 1995, Hu et al. 2002). Diante disso, o0 menor intervalo
entre geracdes (T) de P. vindemmiae pode estar relacionado a sincronizacdo do

ciclo de vida do parasitoide com o seu hospedeiro. Resultado encontrados por Wang
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and Messing (2004) também demonstram que, nos diversos hospedeiros estudados,

P. vindemmiae apresentou um desenvolvimento mais rapido em D. melanogaster e
mais lento em C. capitata.

A taxa liquida de reproducéo (Ro) do parasitoide P. vindemmiae no
hospedeiro D. suzukii possui capacidade de aumento de 31,85 fémeas geradas por
fémea em uma geracéo, sendo mais que o dobro do que em A. fraterculus (13,90) e
o triplo em C. capitata (9,53). Da mesma forma, a capacidade inata de crescimento
da populacéo (rm), que serve como indicativo para determinar se a espécie sera bem
sucedida em determinado ambiente (Dias et al. 2010), e a taxa a finita de aumento
(A), que representa o numero de fémeas adicionadas a populacéo por fémea, foram
maiores em insetos desenvolvidos em D. suzukii (rm= 0,12, A= 1,12) e menores em
C. capitata (rm=0,06, A=1,06).

As informacdes obtidas neste estudo demonstraram que P. vindemmiae
oriundo do hospedeiro D. suzukii possui desempenho superior aos provenientes de
A. fraterculus e C. capitata. Desta forma, sendo o hospedeiro, entre os avaliados,
mais indicado para sua criacdo em um futuro programa de controle biol6gico. Em
relacdo as implicacdes no uso de P. vindemmiae no controle biolégico, mais
experimentos devem ser realizados. Apesar de parasitoides generalistas muitas
vezes ndo serem preferiveis em programas de controle biologico (Hajek et al. 2016,
Heimpel and Cock 2018) a alta plasticidade destes parasitoides podem favorecer a
adaptacao as variacbes ambientais (Thibert-Plante and Hendry 2010, Lavandero and
Tylianakis 2013, Kingsolver and Buckley 2018) e a troca de hospedeiro, quando um

hospedeiro preferido ndo esta disponivel (Jaworski et al. 2013).
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Tabela 1 - Porcentagem de parasitismo, nimero de puparios parasitados por dia, porcentagem de emergéncia, comprimento da
tibia (machos e fémeas) e razao sexual (média + erro padréo) de P. vindemmiae oriundos de diferentes espécies de hospedeiros.
Temperatura de 25+£2°C, umidade relativa do ar de 60+10% e fotofase de 12 horas.

Hospedeiro Parasitismo Pupérios Emergéncia Comprimento da Tibia (um) Razao
(%) parasitados @ (%) Macho © Fémea® sexual™

A. fraterculus 24,78+3,86 b 1,24+0,19 b 81,22+6,99 ab 416,25+2,51 a 428,39+1,33 a 0,78x0,08
C. capitata 11,76£2,65 c 0,59+0,13 c 62,82+11,93 b 397,94+4,23 b 421,86+1,56 b 0,98+0,01
D. suzukii 47,91+7,09 a 2,391+0,35 a 96,43+3,45 a 386,40+1,64 ¢ 385,55+1,33 ¢ 0,94+0,04

9Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem pelo teste Dunn (p < 0,05).
nsSNao significativo

Tabela 2 - Parametros da tabela de vida de fertilidade de P. vindemmiae criado sobre puparios de A. fraterculus, C. capitata e D.
suzukii. Temperatura de 25+2°C, umidade relativa do ar de 60+10% e fotofase de 12 horas.

Hospedeiro T (dias) Ro (?/9) rm (? / @*day) A

A. fraterculus 35,03 £ 0,46b 13,90 + 0,68b 0,07 £ 0,001b 1,08 + 0,002b
C. capitata 36,16 + 0,35b 9,53 +1,28b 0,06 + 0,004c 1,06 + 0,004c
D. suzukii 29,65 + 0,45a 31,85 £ 3,99a 0,12 + 0,003a 1,12 £ 0,004a

T = Intervalo entre geracgdes; Ro = taxa liquida de reproducéo, rm = taxa intrinseca de crescimento e A= taxa finita de aumento. Valores representam a media
+ EP obtidos pelo método Jacknife no programa SAS. Para cada parametro avaliado, os valores seguidos da mesma letra ndo diferem estatisticamente (p >
0.05).
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Figura 1 - Longevidade (dias) dos parentais fémeas (A) e machos (B) de P.
vindemmiae criados em diferentes hospedeiros. TMS representa o tempo médio de
sobrevivéncia. Letras mindsculas distintas representam diferenca significativa de
acordo com o teste de log-rank (p < 0,05).
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Abstract — Os parasitoides Pachycrepoideus vindemmiae Rondani (Hymenoptera:
Pteromalidae) e Trichopria anastrephae Costa Lima (Hymenoptera: Diapriidae) possuem
grande potencial no controle de Drosophila suzukii (Matsumura) (Diptera: Drosophilidae), no
entanto ambos competem pelos mesmos recursos. Em nosso estudo avaliamos se os diferentes
estagios de desenvolvimento do parasitoide priméario diminui o efeito negativo da competicdo
intrinseca. Para isso, primeiramente definimos o tempo de duracdo de cada estagio imaturo
dos parasitoides, e apds, ofertamos puparios de D. suzukii contendo diferentes estagios de
desenvolvimento do primeiro parasitoide a parasitar (P. vindemmiae ou T. anastrephae) para
o0 segundo parasitoide (P. vindemmiae ou T. anastrephae). Também verificamos a preferéncia
do segundo parasitoide (P. vindemmiae ou T. anastrephae) quando ofertados diferentes
estagios de desenvolvimento do parasitoide primério (P. vindemmiae ou T. anastrephae) e
puparios de D. suzukii ndo parasitados. Nossas avaliacbes demostram que T.

anastrephae prefere parasitar puparios que ndo foram previamente parasitados e que nao
parasita puparios de D. suzukii estando P. vindemmiae em estagio superior ao 1° instar. No
entanto, P. vindemmiae preferiu parasitar puparios previamente parasitados por T.
anastrephae. Em ambiente de competicdo intrinseca, o primeiro parasitoide a parasitar obteve
vantagem, exceto quando T. anastrephae em fase de pupa € parasitada por P. vindemmiae. A
variacdo no tempo de oviposicao dos parasitoides mitiga o efeito de competicdo, no entanto,
para a utilizacdo em programas de controle bioldgico, mais estudos devem ser realizados para

estimar as taxas de eficiéncia e as estratégias de liberacéo.

Keywords: Hiperparasitismo, competicdo, controle bioldgico, drosofila-da-asa-manchada.
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Introducéo

As interagdes entre individuos estdo presentes em todo o ecossistema (Seibold et al.
2018). A competicdo, uma dessas interagdes, ocorre entre organismos que exploram 0s
mesmos recursos, afetando a sobrevivéncia, o crescimento e/ou reproducao de pelo menos
alguns dos individuos competidores envolvidos (Godfray 1994).

Quando duas ou mais espécies de parasitoides possuem a mesma guilda de
alimentacdo, ocorre a competicao interespecifica (Cusumano et al. 2016; Harvey et al. 2013),
podendo ser extrinseca, quando ocorre no estagio adulto durante a busca dehospedeiros,
comportamento de forrageamento, e intrinseca, nos estagios imaturos, dentro do hospedeiro
(Cusumano et al. 2013; De Moraes et al. 1999; Harvey et al. 2013).

Além de ter significado para a ciéncia basica, pois pode influenciar o entendimento
da dindmica de formacdo de comunidades ecoldgicas (Leibold and McPeek 2006; Morin
2011; Prins and VVan Langevelde 2008), a compreenséo das interagfes competitivas entre as
espécies de parasitoides, € relevante também para otimizar o controle bioldgico, permitindo
realizar escalonamento de liberagdes, suprindo populacdes de insetos-praga importantes para
a agricultura (Reitz and Trumble 2002; Wang et al. 2008; Wang et al. 2016).

A variacdo no momento de oviposicdo de espécies de parasitoides competidores pode
ser uma estratégia para facilitar a coexisténcia e permitir o compartilhamento dos mesmos
recursos (Cusumano et al. 2012; Harvey et al. 2013). Especificamente esta estratégia permite
que parasitoides competitivamente inferiores tenham vantagem que os permita superar
espécies superiores (Hood et al. 2021).

Nas regides das Américas e da Europa, os parasitoides Pachycrepoideus
vindemmiae Rondani (Hymenoptera: Pteromalidae) e Trichopria drosophilae (Perkins)
(Hymenoptera: Diapriidae) sdo as espécies consideradas mais eficientes no controle de

Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) (Lee et al. 2019; Stacconi et al. 2017, 2019) uma
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das principais pragas de pequenas frutas no mundo (Andreazza et al. 2017a; Calabria et

al. 2012; Cini et al. 2012). No Brasil, Trichopria anastrephae Costa Lima (Hymenoptera:
Diapriidae) é considerado o principal parasitoide associado a D. suzukii (Andreazza et al.
2017b; Gonzalez-Cabrera et al. 2019; Kriiger et al. 2019; Vieira et al. 2020; Wollmann et al.
2016). A ocorréncia natural do parasitoide foi recentemente registrada em pupérios de D.
suzukii em cultivos de Rubus spp. e Fragaria x ananassa (Wollmann et al. 2016), indicando
que a espécie ja estd adaptada ao meio ambiente. Em anélises realizadas por Vieira et al.
(2020) o parasitoide T. anastrephae chegou a parasitar durante o seu ciclo 137,35 (x 31,90)
puparios de D. suzukii, demonstrando sua grande capacidade de parasitismo.

O sucesso de controle associado aos parasitoides pupais T. anastrephae e P.
vindemmiae esté relacionado ao sistema de defesa presente em D. suzukii, o qual € bastante
eficiente em sua fase larval, resultando em encapsulamento dos ovos de parasitoides larvais,
tal mecanismo é observado com menor frequéncia em parasitoides pupais (Kacsoh and
Schlenke 2012). Porém, a exploracdo da mesma guilda, gera competicdo por recursos. De
acordo com Da Costa Oliveira et al. (2021), T. anastrephae apresenta maior eficiéncia de
competicdo em D. suzukii quando comparada a P. vindemmiae. No entanto, a particao
temporal dos recursos do hospedeiro por meio da varia¢do no tempo de oviposi¢do pode
fornecer vantagem a P. vindemmiae, ajudando a mitigar os efeitos negativos da competicao
interespecifica (Hood et al. 2021).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a relagéo entre o periodo de oviposicéao e a
vantagem na competicao interespecifica entre T. anastrephae e P. vindemmiae em puparios

de D. suzukii, a fim de compreender os efeitos da competicdo intrinseca.
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Meterial e métodos

Criagao de insetos

Os insetos utilizados neste trabalho foram obtidos das criacGes de manutengédo do
laboratério de Entomologia da Embrapa Clima Temperado situada em Pelotas, Rio Grande do
Sul, Brasil. Todas as populagdes foram mantidas em sala climatizada a 25 £ 2°C, 60 + 10%
UR e fotofase de 12 horas.
Colbnia de D. suzukii — As populag¢des foram mantidas em tubos de ensaio (2,5 cm x 8,5 cm),
contendo dieta artificial a base de farinha de milho, servindo como substrato para oviposicéo,
bem como alimento para larvas e adultos. A técnica de criacdo utilizada foi proposta por
Schlesener et al. (2017).
Coldnia dos parasitoides — A populacéo de P. vindemmiae teve inicio com insetos coletados
em pomares de pessegueiro, no municipio de Pelotas, RS, Brasil (31°38°20°°S e
52°30°43°°0), no ano de 2019. Os individuos de T. anastrephae foram obtidos de uma criacéo
ja estabelecida em laboratério. Os adultos de ambos parasitoides foram mantidos em gaiolas
plasticas (26,2 cm x 17,7 cm x 14,7 cm), supridos com mel puro e agua. Diariamente,
puparios de D. suzukii com 24 h de idade foram colocados em placas de Petri (60 mm de
diametro) forradas com uma camada de algoddo umedecido e expostas ao parasitismo por 24
h (Bezerra Da Silva et al. 2019; Vieira et al. 2019). Antes de serem utilizados nos bioensaios,

o0s parasitoides foram mantidos por aproximadamente 15 gera¢des em puparios de D. suzukii.

Desenvolvimento de T. anastrephae e P. vindemmiae em puparios de D. suzukii

Foram ofertados 2 puparios de D. suzukii com idade de 24h em placas de Petri (60
mm de didmetro), para cada fémea dos diferentes parasitoides separadamente, totalizando 64
observagdes (128 pupérios), a fim de verificar o periodo de desenvolvimento dos estagios
imaturos, nas condicdes de laboratorio (25 £ 2°C, 60 + 10% UR e fotofase de 12 horas). Apos

17h da exposicao ao parasitismo e posteriormente em intervalos de 24h, aliquotas de 20
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puparios foram dissecados com auxilio de pingas e um estereomicroscopio. Além das
observacdes das caracteristicas das fases imaturas (duracdo, mandibula, tamanho, coloragéo),

foram realizados registros fotogréficos com o auxilio de cdmera (Leica Biosystems).

Bioensaio de competicdo sem chance de escolha

Ap0s estabelecer a duragdo de cada estagio imaturo de ambos parasitoides, em
condicBes de laboratorio (25 £ 2°C, 60 + 10% UR e fotofase de 12 horas), foi realizada a
exposicao para o parasitoide secundario (P. vindemmiae ou T. anastrephae) dos puparios de
D. suzukii (24h) previamente parasitados pelo parasitoide primario (P. vindemmiae ou T.
anastrephae) quando esse se encontrava na fase correspondente ao tratamento (ovo, larva de
1° instar, larva de 2/3° instar, larva de 4° instar e pupa para P. vindemmiae e ovo, larva de 1°
instar, larva de 2° instar, larva de 3° instar e pupa para T. anastrephae) correspondendo 120
puparios por tratamento.

Ao ser observado a oviposicao dos parasitoides, uma aliquota de 20 puparios foi
dissecada para confirmar o parasitismo e o restante foi armazenado em placas fechadas de
acrilico (6,0 cm de diametro), para verificacdo da emergéncia dos parasitoides. Da mesma
forma, foram ofertados puparios de D. suzukii (24h) ndo parasitados previamente, afim de se
obter o controle (30 puparios) e verificar o parasitismo do parasitoide em questédo (P.

vindemmiae ou T. anastrephae) em condi¢do normal (ndo competicéo).

Bioensaio de competicdo com chance de escolha

O bioensaio com chance de escolha foi composto por trés tratamentos para cada
fémea de ambos os parasitoides e 25 repeticdes. Os tratamentos foram: dez puparios de D.
suzukii ndo parasitados com idade de 24h; dez puparios de D. suzukii parasitados pelo
parasitoide primario em fase de vantagem para o parasitoide primario e dez puparios em fase

de vantagem para o parasitoide secundario. Os puparios foram ofertados em tampas plasticas
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(2,2 cm de didametro x 0,7 cm de altura), dispostas de forma equidistante dentro das gaiolas
formadas por copos plasticos (200 mL), seguindo metodologia proposta por Vieira et

al. (2019). Apo6s 24h de exposicao, uma aliquota de 3 pupérios de cada tratamento foi
dissecada a fim de verificar a presenca de ovos, e o restante foi armazenado para avaliar a

emergéncia do parasitoide ou mosca.

Andlises estatisticas

Dados de emergéncia e provenientes da dissecacdo de pupérios parasitados foram
comparados através de modelos lineares generalizados (GLM) com distribuicdo de erros
binomial nos experimentos sem chance de escolha e quasibinomial nos experimentos com
chance de escolha.

Para as andlises do experimento sem chance de escolha, em relacdo aos dados de
emergéncia, considerou-se como varidveis independentes: o estagio de desenvolvimento do
parasitoide primario (P. vindemmiae ou T. anastrephae) e a espécie do parasitoide que
emergiu com sucesso. E como variavel dependente a emergéncia do parasitoide. Em relacdo
aos dados provenientes dos puparios dissecados, a variavel independente foi o estagio de
desenvolvimento do parasitoide primario e para as variaveis dependentes: a presenca de
somente o parasitoide primario, somente o parasitoide secundario, ambos os parasitoides ou
apenas D. suzukii.

Para as andlises do experimento com chance de escolha, considerou-se 0s
tratamentos como variaveis independentes e como variaveis dependentes, para puparios
dissecados, a presenca de ovos do parasitoide secundario, e para emergéncia, a emergéncia
dos parasitoides primarios e secundarios, D. suzukii e porcentagem de pupas mortas. Nos
casos de significancia (p < 0.05), foi aplicado teste Tukey para comparagdao multipla (p <
0.05). Todas analises estatisticas foram realizadas no software R verséo 4.0.3 (R Core Team,

2020). Para o teste Tukey foi utilizado o pacote “multcomp” (Hothorn et al. 2017).
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Resultados

Desenvolvimento do parasitoide P. vindemmiae em puparios de D. suzukii

O tempo de desenvolvimento de P. vindemmiae desde ovo até adulto foi de
aproximadamente 21 dias, e 0 periodo de incubacdo menor que 48h (1,41+0,12 dias). O ovo é
himenopteriforme, de coloragédo transparente quando recém-posto, e ao decorrer do
desenvolvimento torna-se esbranquicado (Fig. 1a). A larva de 1° instar é vermiforme,
transllcida, com o trato digestdrio visivel de coloragdo esbranquicado, a duracdo dessa fase é
de 1,69+0,12 dias (Fig. 1b). Quando passa para o 22 instar, a larva possui formato mais largo,
e o aparelho digestdrio torna-se mais escuro (Fig. 1c). As larvas de 32 instar possuem corpo
similar as de 2° instar, porém o aparelho digestdrio ocupa maior espaco no interior da larva
(devido a semelhanca, nos bioensaios os estadios de 2° e 32 instar foram avaliados juntos, e
apresentaram duracdo de 3,95+0,28 dias) (Fig. 1d). A larva de 4° instar ocupa a maior parte
do pupério hospedeiro, e as mandibulas se tornam mais visiveis, sendo que a larva se mantém
nesse estadio por 6,05+0,26 dias (Fig. 1e). O estagio pupal inicia-se com a larva coloracdo
esbranquicada, e durante o desenvolvimento a pigmentacdo comeca a escurecer até se tornar
totalmente escura na fase adulta; o parasitoide se mantém em fase de pupa por 9,17+0,22 dias
(Fig. 1f). Os adultos usam suas mandibulas para abrir um pequeno orificio circular irregular

para sua emergéncia.

Desenvolvimento do parasitoide T. anastrephae em pupérios de D. suzukii

O tempo de desenvolvimento de T. anastrephae desde ovo até adulto foi de
aproximadamente 20 dias. Os ovos de T. anastrephae séo tipicamente himenopteriformes,
apresentando corion liso, transparente e fino, séo de formato mais circular e menos resistentes
que os de P. vindemmiae (Fig. 2a). O periodo de incubacdo é menor que 24h, havia presenca

de ovos em puparios dissecados ap0s 17h da oviposi¢éo, apos 24h nédo foi mais constatada a
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presenca de ovos. O primeiro instar é do tipo mandibulado, a cabeca é fortemente
esclerotizada e carrega um par de grandes mandibulas em forma de foice. O Gltimo segmento
abdominal possui um par de tubérculos anais (Fig. 2b, 2c). A duragdo do 12 instar larval é de
3,44+0,11 dias. No segundo instar a larva possui o corpo mais largo que as estruturas
cefélicas. As mandibulas esclerotizadas deixam de ser tdo visiveis e os apéndices
submandibulares tornam-se conicos (Fig. 2d). A duragdo do 22 instar é de 3,73+0,15 dias. As
larvas de 3° instar voltam a apresentar mandibulas visiveis que sdo como laminas fortemente
esclerotizadas. E possivel visualizar o intestino com residuos (Fig. 2e). Apds 3,70+0,19 dias
inicia a pupacdo do parasitoide no interior do pupario hospedeiro. A pupa inicialmente é
esbranquicada e gradualmente torna-se preta (Fig. 2f). A pupa fica com a cabeca na
extremidade anterior do pupério hospedeiro. Apés 9,20+0,24 dias de fase pupal, as vespas

comecgam a emergir empurrando a tampa dorsocefalica do pupaério.

Bioensaio sem chance de escolha

Em relacdo a emergéncia de ambas as espécies de parasitoide, puparios de D. suzukii
primeiramente parasitados por P. vindemmiae e posteriormente por T. anastrephae,
apresentaram efeito significativo e interativo de ambos fatores (estagio de desenvolvimento de
P. vindemmiae e as espécies de parasitoide) (x> = 697,28, p < 0,001, Fig. 3a). Todos 0s
cenarios de competicdo (diferentes estagios de P. vindemmiae x T. anastrephae) resultaram
em maior emergéncia de P. vindemmiae (enquanto parasitoide primario) quando comparada a
emergéncia de T. anastrephae (enquanto parasitoide secundario). A emergéncia de P.
vindemmiae foi superior quando este parasitoide se encontrava a partir do 22 instar no
momento do parasitismo por T. anastrephae, sendo a maior emergéncia de 84,21 + 8,36% na
fase pupal, enquanto que a menor emergéncia ocorreu quando P. vindemmiae se encontrava
como larvas de 12 instar (20,00 + 8,94%) no momento do inicio da competi¢do. A emergéncia

de T. anastrephae ocorreu apenas em puparios de D. suzukii que continham ovos de P.
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vindemmiae (18,84 £ 4,71%). Porém, a emergéncia ainda se demonstrou inferior do que a
registrada para P. vindemmiae (39,13 = 5,87%).

De forma similar, pupérios de D. suzukki previamente parasitados por T. anastrephae
e posteriormente por P. vindemmiae, tiveram interagéo significativa entre ambos os fatores
para a emergéncia (2 = 936,39, p < 0,001; Fig. 3b). Trichopria anastrephae obteve maior
vantagem competitiva quando os puparios apresentavam larvas de 12instar (83,56 * 4,34%)
parasitados por P. vindemmiae, enquanto as maiores desvantagens ocorreram nos estagios de
ovo (14,29 £ 3,82%) e pupa (3,12 £ 2,17%). A emergéncia de P. vindemmiae foi superior
quando este parasitou puparios com T. anastrephae em fase de pupa (70,31 + 5,71%), sendo
superior até em relacdo as pupas nao parasitadas (34,87 + 3,93%). Nos demais estagios de
desenvolvimento ndo houve diferenca significativa, sendo que em pupérios contendo larvas
de 1° instar de T. anastrephae ndo houve emergéncia de nenhum P. vindemmiae. Comparando
ambas as espécies de parasitoides, T. anastrephae foi superior nos estadios de 12, 2% e 3°
instares. No entanto, o parasitismo de P. vindemmiae quando T. anastrephae se encontrava na
fase de pupa, favoreceu a emergéncia de P. vindemmiae. Nao houve diferenca significativa na
emergéncia entre os parasitoides, quando T. anastrephae encontrava-se na fase de ovo, mas
cabe salientar que a taxa de emergéncia de ambos parasitoides foi baixa.

Considerando os puparios dissecados, os diferentes estagios de desenvolvimento de
P. vindemmiae tiveram efeito sobre a porcentagem dos puparios que apresentavam somente P.
vindemmiae (y° = 53.43, p = 0.0434), P. vindemmiae e T. anastrephae (y° = 29.27, p =
0.0040) e D. suzukii (y~ = 31.27, p = 0.0436), porém ndo apresentaram efeito sobre os
puparios contendo apenas T. anastrephae (y? = 29.22, p = 0.4473). Dos puparios dissecados
apos o comportamento de oviposic¢do de T. anastrephae, constatou-se a presenca de ovos de
T. anastrephae somente nos puparios que continham a fase de ovo e larva de 1° instar de P.

vindemmiae (Fig. 4a).
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No entanto, os pupérios dissecados que apresentavam os diferentes estagios de
desenvolvimento de T. anastrephae e foram posteriormente ofertadas para P. vindemmiae néo
apresentaram efeito sobre a presenca de T. anastrephae (y~ = 85.66, p = 0.3531, P.
vindemmiae (? = 62.52, p = 0.0857), ambos os parasitoides (y*> = 117.78, p = 0.8180) e
apenas D. suzukii (x? = 24.16, p = 0.0729) (Fig. 4b), e ovos de P. vindemmiae foram

encontrados em pupérios contendo todas as fases de T. anastrephae.

Bioensaio com chance de escolha

Em testes com oportunidade de escolha entre puparios de D. suzukii, contendo P.
vindemmiae nas fases de ovo e pupa, e puparios ndo parasitados de D. suzukii (24h), a
emergéncia de T. anastrephae foi superior em puparios nio parasitados (32 = 5,78, p < 0,0001,
Fig. 5a). Os diferentes tratamentos também tiveram efeito sobre a emergéncia de P.
vindemmiae (x> = 12,11, p < 0,0001) e D. suzukii (x*> = 6,70, p < 0,0001) e a porcentagem de
pupas mortas (x* = 10,78, p < 0,0001, Fig. 5a). Nos puparios dissecados, a maior porcentagem
de pupérios contendo ovos de T. anastrephae também foi observada em puparios de D.
suzukii ndo parasitados (y2 = 22,96, p < 0,0001, Fig. 6a).

Por outro lado, quando P. vindemmiae teve a oportunidade de escolha entre puparios
previamente parasitados contendo larvas de 12 instar ou pupas de T. anastrephae, e puparios
ndo parasitados de D. suzukii (24h), observou-se maior emergéncia de P. vindemmiae em
puparios em que T. anastrephae se encontrava no estagio de pupa (x* = 23,48, p = 0,0002,
Fig. 5b). Os diferentes tratamentos também afetaram a emergéncia de T. anastrephae (y° =
19,49, p = 0,0005) e D. suzukii ()(2 = 9,88, p <0,0001) e a porcentagem de pupas mortas ()(2 =
11,22, p < 0,0001) (Fig. 5b). Nos puparios dissecados, foi verificada maior porcentagem de
ovos de P. vindemmiae nos puparios previamente parasitados por T. anastrephae,
independentemente desses ovos estarem presentes em larva de 12 instar ou em estagio de pupa

(x* = 49,06, p = 0,0391, Fig. 6b).
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Discussao

As vespas parasitoides respondem a estimulos externos ou internos para evitar o
parasitismo em hospedeiros jé parasitados (Agboka et al. 2002; Jaloux et al. 2005; Stelinski et
al. 2007). Tais estimulos podem ser detectados pelas antenas (Wu and Nordlund 2002) ou
pelo ovipositor (Abram et al. 2019; Agboka et al. 2002), respectivamente. Além disso, o
parasitoide realiza uma avaliacdo da composi¢do da hemolinfa do hospedeiro antes de realizar
a postura (Abram et al. 2019; Nufio and Papaj 2001). Pelas observac¢es do comportamento de
T. anastrephae, provavelmente o parasitoide utiliza pistas internas para evitar o parasitismo
em pupérios de D. suzukii ja parasitados por P. vindemmiae, semelhante a Dolichogenidea
tasmanica (Hymenoptera: Braconidae), que discriminou o hospedeiro por meio da introducao
do ovipositor (Abram et al 2019; Yazdani et al. 2015). O veneno injetado por P.
vindemmiae no momento da oviposigédo (Yang et al. 2020) pode ter efeito negativo sobre T.
anastrephae. No entanto, as alteragdes fisiologicas decorridas do parasitismo podem levar
algum tempo para se espalhar no hospedeiro (Devescov et al. 2021), o que explicaria o
parasitismo de T. anastrephae ocorrer apenas quando P. vindemmiae estava em estagios de
ovo e larva de 12 instar (Fig. 4a).

Os hiperparasitoides podem ocupar diferentes niveis troficos, os considerados
facultativos podem se desenvolver tanto em um hospedeiro herbivoro como em um
parasitoide (Boivin and Brodeur 2006; Snyder and Ives 2008). Os parasitoides pupais podem
usar o hiperparasitismo facultativo como uma estratégia decorrente dos parasitoides larvais
[por exemplo, Pachycrepoideus dubius (Ashmead) em pupas de Delila radicum (L)
previamente parasitadas pelo parasitoide larval Trybliographa rape (Westwood)
(Hymenoptera: Figitidae)] (Grandgirard et al. 2002).

O hiperparasitismo por P. vindemmiae ja foi constatado em diversas espécies de

parasitoides Braconidae [Diachasmimorpha tyroni (Cameron), D. longicaudata (Ashmead),
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D. Kaussii (Fullaway), Fopius arisanus (Sonan), Psyttalia concolor (Szépligeti), P. humilis
(Silvestri)] e Chalcididae [Dirhinus giffardii (Silvestri)] (Wang and Messing 2004). Em
nossos estudos verificamos a preferéncia de P. vindemmiae em pupérios previamente
parasitados por T. anastrephae (Fig. 6b), tanto no estadio que ndo favorece o seu
desenvolvimento (12 instar), como na fase favoravel (pupa) (Fig. 3b, Fig. 5b).

Os parasitoides competidores em estagios imaturos, podem utilizar supressao
fisiolOgica (secrecdo toxica, inducdo de anoxia ou privacdo nutricional), ou mecanismos
fisicos para vencer a competicdo intrinseca (Cusumano et al. 2012; Harvey et al. 2013;
Valente et al. 2019). Nossos resultados indicam que quando P. vindemmiae ataca puparios
previamente parasitados por T. anastrephae em estadio de 1° instar, ocorre competicdo
interespecifica intrinseca e, sob esta condi¢do, T. anastrephae possui vantagem sobre 0s
imaturos de P. vindemmiae que pode ter relagdo direta com a presenca de sua mandibula em
forma de foice (Fig. 2c). Da mesma forma, Aluja et al. (2013) verificaram que Utetes
anastrephae (Viereck) (Hymenoptera: Braconidae) teve vantagem competitiva
sobre Doryctobracon areolatus (Szépligeti) (Hymenoptera: Braconidae) devido a presenca de
mandibulas poderosas, similares as encontradas em larvas de 12 instar de T. anastrephae.

A variacdo no tempo de oviposi¢cdo é uma estratégia de parasitoides que atacam
estagios semelhantes, esta acdo os beneficia em competicdes intrinsecas (Cusumano et al.
2012; Harvey et al. 2013; Hood et al. 2021). A diviséo dos recursos limitantes facilita a
coexisténcia de ambas as espécies (Hood et al. 2021). Em nosso estudo a vantagem temporal
no desenvolvimento do parasitoide primario o favoreceu (Fig. 3), exceto quando T.
anastrephae estava em estagio avancgado (pupa), o que pode ser explicado pelo fato de P.
vindemmiae ser um hiperparasitoide facultativo.

Analisando no contexto de programas de controle bioldgico, a utilizagdo de

hiperparasitoides, como P. vindemmiae, ndo se mostra vantajoso, visto que podem afetar o
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estabelecimento dos parasitoides primarios e podem atuar como competidores por recursos
(Boivin and Brodeur 2006; Snyder and Ives, 2008; Wang and Messing 2004). No entanto,
podem auxiliar na reducédo da densidade populacional de insetos praga (Tougeron and Tena;
2019) e em alguns casos foi verificado efeito sinérgico com parasitoides primarios
(Rosenheim 1998; Sullivan and V6lkl 1999). Além disso, parasitoides/hiperparasitoides
generalistas s&o mais propensos a encontrar um hospedeiro alternativo e se desenvolvem
melhor em mudancas ambientais do que os parasitoides primarios especializados (Rand et al.
2012; Tougeron and Tena 2019).

Assim, o debate sobre a viabilidade da utilizag&o de P. vindemmiae em programas de
controle bioldgico, sozinho ou em conjunto com T. anastrephae demanda mais estudos. A
resposta de desenvolvimento de P. vindemmiae em ambientes adversos, pode proporcionar
uma forma efetiva da sua utilizagdo em conjunto com T. anastrephae no contexto das
mudancas climaticas e a avaliacdo em liberagdes escalonadas forneceriam informacdes se a

acao conjunta dos parasitoides favoreceria ou prejudicaria o controle de D. suzukii.
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Fig. 1 — Estagios de desenvolvimento de P. vindemmiae a) ovos; b) larva de 12 instar; c¢) larva
de 22 instar; d) larva de 32 instar; €) larva de 4° instar; e f) pupa.



Fig. 2 — Estagios de desenvolvimento de T. anastrephae a) ovo; b) larva de 1° instar; c)
mandibula da larva de 12 instar; d) larva de 2° instar; e) larva de 32 instar e f) pupa.
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Fig. 3 - Porcentagem de emergéncia de P. vindemmiae (Pv) e T. anastrephae (Ta) quando
ofertados puparios previamente parasitados e apresentando diferentes estagios de
desenvolvimento de P. vindemmiae (A) ou T. anastrephae (B). Barras representam erro
padrdo. Letras minusculas diferentes indicam diferencas significativas entre colunas da
mesma cor, enquanto asteriscos indicam diferenca entre a emergéncia de uma dada espécie
dentro do mesmo estagio do parasitoide primario, de acordo com os modelos lineares
generalizados seguidos pelo teste Tukey (p < 0.05).
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4 Conclusao

Embora o parasitoide P. vindemmiae tenha se desenvolvido nos trés
hospedeiros aqui avaliados, D. suzukii apresentou ser o hospedeiro que proporciona
as melhores condigbes, resultando em um desempenho de P. vindemmiae superior
aos oriundos de A. fraterculus e C. capitata. Sendo assim, D. suzukii € o hospedeiro,
dentre os avaliados, mais indicado para sua criacdo em um futuro programa de
controle biolégico.

Os diferentes estagios de desenvolvimento do parasitoide primario influencia
significativamente a vantagem na competicdo intrinseca entre P. vindemmiae e T.
anastrephae em D. suzukii. O hiperparasitismo de P. vindemmiae e a presenca de
mandibulas fortemente esclerotizada no estadio de 1° instar de T. anastrephae,
representam ser as principais estratégias de competicdo. No entanto, a viabilidade
de utilizacdo de P. vindemmiae em programas de controle biolégico de D. suzukii,
sozinho ou em conjunto com T. anastrephae demanda mais estudos, como a
eficiéncia de busca e competicdo extrinseca, a tolerancia as condicbes ambientais e
a avaliacdo em liberacbes escalonadas, o que fomentariam sobre a acdo em

conjunta dos parasitoides no controle de D. suzukii.
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