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RESUMO 
 
 

PEREIRA, Kleber de Sousa, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, outubro de 
2014. Competição larval em parasitoide gregário de pupas em broca das 
cucurbitáceas. Orientador: José Cola Zanuncio. Coorientadores: Raul Narciso 
Carvalho Guedes e José Eduardo Serrão. 
 
Hospedeiros parasitados são considerados de baixa qualidade e podem influenciar no 

número de oviposições de parasitoides, influenciando na sobrevivência da progênie, 

pois, a quantidade de ovos depositados afeta a resposta imune do hospedeiro. Por 

isso, torna-se necessário saber até quando o investimento de superparasitar é 

vantajoso ao ponto de suprimir a resposta imune do hospedeiro e favorecer uma 

ótima competição de imaturos dentro do hospedeiro. O objetivo desta pesquisa foi 

reconhecer a densidade ótima de posturas de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: 

Eulophidae) para produção de progênie, e saber se a resposta imune do hospedeiro 

Diaphania hyalinata L. (Lepidoptera: Crambidae) ao parasitismo se relaciona a esta 

densidade ótima. Pupas de D. hyalinata foram expostas a uma, duas, três, quatro e 

cinco posturas por uma mesma fêmea do parasitoide. O número total de progênies, 

de machos e fêmeas emergidos, razão sexual, ciclo de vida, peso médio e biomassa 

produzida foram analisados. A velocidade de pupação, tempo entre pupa e 

emergência de P. elaeisis e a porcentagem de pupas com imaturos inviáveis deste 

parasitoide foram observados em pupa de D. hyalinata em sistema de radiografia 

digital. A sobrevivência de adultos de P. elaeisis foi avaliada diariamente. A 

porcentagem de emergência da progênie foi avaliada. A dinâmica hemocitária e a 

capacidade de encapsulação por pupas de D. hyalinata contra P. elaeisis foi avaliada 

mediante o número de posturas. Larvas de P. elaeisis empuparam mais rápido e o 

tempo entre o período de pupa e a emergência foi praticamente constante com três 

oviposições, variando para os demais tratamentos. Três oviposições proporcionou o 

maior número de fêmeas, total de emergidos e desempenho e, menor tempo de 

desenvolvimento dos parasitoides. O peso da progênie e a razão sexual foram 

semelhantes entre os indivíduos. Fêmeas e machos de pupas com uma oviposição 

sobreviveram mais que os demais tratamentos. A porcentagem de emergência de 

parasitoides aumentou com o número de posturas. O parasitismo foi de 100% em 

todos os tratamentos. Pupas com quatro e cinco oviposições não tiveram larvas 

inviáveis. O aumento do número de posturas reduziu o número de hemócitos totais e 

de granulócitos, plasmatócitos e prohemócitos circulantes na hemolinfa de pupas de 
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D. hyalinata. Oenocitóides e esferulócitos circulantes mostraram padrão aleatório 

entre os tratamentos. A taxa de encapsulamento e de melanização decresceram com o 

aumento de oviposições de P. elaeisis. A oviposição por três vezes maximizou a 

progênie, reduziu o tempo de desenvolvimento e aumentou o desempenho de P. 

elaeisis. O superparasitismo é uma estratatégia em P. elaeisis para o aumento de 

sobrevivência e desempenho da prole. 
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ABSTRACT  
 
PEREIRA, Kleber de Sousa, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, October, 2014. 
Larval competition in a gregarious pupa parasitoid of the melonworm. Advisor: 
José Cola Zanuncio. Co-advisors: Raul Narciso Carvalho Guedes and José Eduardo 
Serrão. 
 

 
Insect hosts that have been already parasitized are considered a low quality resource, 

which may affect the number of ovipositions made by other parasitoids. Since the 

amount of eggs laid affects the host immune response, the offspring survivorship may 

also be affected. For this reason, it is necessary to understand to what point the energy 

spent in superparasitizing is an advantage that allows supression of host immune 

response and provides adequate resources for the imatures to develop within their host. 

This study had the objective of finding the number of ovipositions from Palmistichus 

elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) allowing optimal offspring fitness and to analyze if 

immune response the melonworm Diaphania hyalinata L. (Lepidoptera: Crambidae) is 

correlated with the density of posture by the parasitoid. Pupae of D. hyalinata received 

from one to five parasitoid ovipositions. The total number of offspring produced, the 

number of males and females emerging from the host, sex ratio, life cycle, average body 

mass and biomass produced per parasitized pupae were recorded for the different 

oviposition densities. Digital x-ray imaging of parasitized hosts were recorded to 

assessing the immature parasitoid developmental until adult emergence. Incidence of 

unviable parasitoid larvae was also recorded. The survivorship of P. elaeisis was daily 

assessed. Hemocyte dynamics and encapsulation capacity of D. hyalinata against P. 

elaeisis was evaluated for each number of ovipositions, from one to five. The Parasitoid 

developmental time decreased with increased oviposition density and three ovipositions 

provided higher offspring and particularly female production, and optimal larval fitness. 

Progeny body mass and sex ration were not affected by oviposition density. Female and 

male survived longer with one oviposition of the female parasitoid. Parasitoid 

emergence increased with the number of parasitoid ovipositions and 100% parasitism 

and corresponding 100% host pupa mortality were achieved with all oviposition 

densities. Increased number of ovipositions decreased the number of total hemocytes, 

and also of granulocytes, plasmatocytes and prohemocytes in the circulating host 

hemolymph. Oenocytes and espherulocytes were not affect by the number of parasitoid 

ovipositions in the host. The melanization and encapsulation rates decreased with the 

number of ovipositions by P. elaeisis. Three ovipositions by the parasitoid female 
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allowed optimal progeny production and parasitoid performance. Superparasitism is a 

strategy of P. elaeisis for optimal progeny fitness balancing optimal progeny 

performance with amelioration of host immune response. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

A competição de indivíduos por recursos determina a história de vida e o 

comportamento de animais (Smith, 1991; Alves-Costa & Knogge, 2005). Parasitoides 

podem ser solitários ou gregários, de acordo com o comportamento, desenvolvimento 

larval e quantidade de progênie produzida por hospedeiro (Gauld & Bolton, 1988). Em 

solitários, apenas uma larva completa seu desenvolvimento no hospedeiro devido ao 

comportamento agressivo das larvas, que entram em combate quando mais de um 

indivíduo está presente (Vinson & Hegazi 1998). Por outro lado, em espécies de 

parasitoides gregários muitos indivíduos se desenvolvem por hospedeiro com o 

compartilhamento de recurso (Tena et al., 2009; Harvey et al., 2013). 

O número de descendentes de parasitoides gregários varia com a qualidade e 

tamanho do hospedeiro aumentando o potencial adaptativo da progênie e a exploração 

otimizada de recursos (Vet et al., 1993; Koppik et al., 2014). Portanto, a escolha de um 

hospedeiro envolve um balanço entre os custos de energia e tempo e o valor do recurso 

(Charnov & Skinner, 1984). 

O reconhecimento do hospedeiro parasitado é um importante indicador da sua 

qualidade para parasitoides (Koppik et al., 2014). A discriminação do hospedeiro é a 

capacidade que os parasitoides têm em distinguir hospedeiros não parasitados, 

parasitados por coespecíficos ou parasitados por eles mesmos (Roitberg & Mangel, 

1988; Montoya et al., 2012). Parasitoides gregários devem evitar o superparasitismo, 

pois muitas proles emergirão de uma única postura. Além disso, a carga de ovos nestes 

parasitoides reduz consideravelmente a cada nova oviposição (Potting et al., 1997). A 

incapacidade em discriminar hospedeiros parasitados em espécies gregárias (Potting et 

al., 1997; Gu et al., 2003; Harvey et al., 2013) pode levar ao desperdício de ovos, morte 

de larvas e aumento do risco de predação devido ao maior tempo de manuseio do 
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hospedeiro e de oviposições (Potting et al., 1997).   

O superparasitismo foi considerado um erro nos animais (van Alphen & Visser, 

1990; Montoya et al., 2012), mas vem sendo considerado como uma estratégia 

adaptativa em determinadas situações (van Alphen & Visser, 1990; White & Andow, 

2008), principalmente quando a probabilidade de morte é alta (Rosenheim & 

Hongkham, 1996). 

 O encapsulamento de ovos como resposta imune do hospedeiro é a maior causa 

de mortalidade em endoparasitoides (Kapranas et al., 2011) e múltiplas oviposições no 

mesmo hospedeiro pode aumentar a probabilidade de escape da ação defensiva do 

hospedeiro (Tena et al., 2008; White & Andow, 2008; Andrade et al., 2010). O 

encapsulamento resulta da participação de diferentes tipos de hemócitos que identificam 

e aderem ao invasor recrutando outras células para formar uma cápsula melanizada 

(Gillespie et al. 1997; Strand, 2008). Nesta melanização ocorre a síntese de 

intermediários reativos de nitrogênio e oxigênio que danificam a estrutura de proteínas 

e DNA levando a morte de ovos e de larvas do parasitoide por asfixia ou intoxicação 

por compostos tóxicos produzidos no processo (Nappi & Ottaviani, 2000; Narayanan, 

2004).  

Hospedeiros parasitados são considerados de baixa qualidade (Koppik et al., 

2014) e, portanto, podem influenciar no número de oviposições de parasitoides que 

adequam o número de ovos no hospedeiro para evitar a competição por recurso 

(Klomp & Teerink, 1962; Zaviezo & Mills, 2000). Em contrapartida, quanto maior a 

quantidade de ovos depositados, menor será a resposta imune do hospedeiro, 

garantindo maior sobrevivência das proles (Tena et al., 2008; Andrade et al., 2010). 

No entanto é importante a determinação de até quando o investimento de 

superparasitar é vantajoso ao ponto de suprimir a resposta imune do hospedeiro e 
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favorecer uma ótima competição e ganho de potencial adaptativo per capita de 

descendentes dentro do hospedeiro.  

A competição intrínseca entre parasitoides de importância agrícola tem sido 

pouco estudada (Harvey et al., 2013), embora sejam os inimigos naturais com o maior 

número de introduções e sucesso para o controle biológico aplicado (Mafi  & 

Ohbayashi, 2010).  

Palmistichus elaeisis Delvare & LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae) é 

um endoparasitoide gregário generalista com potencial para controlar lepidópteros de 

importância econômica (Pereira et al. 2008; Andrade et al., 2010; Chichera et al., 

2012). No entanto, ganho de desempenho desse parasitoide deve ser estudado para 

sua utilização em controle biológico. Fêmeas deste parasitoide podem parasitar 

hospedeiros parasitados por coespecíficos ou por eles mesmos (dados não publicados) 

sugerindo que o superparasitismo seja uma estratégia para otimização de desempenho 

de fêmeas ou de sua progênie, pois endoparasitoides tem que enfrentar o sistema 

interno de defesa de hospedeiros. 

Este estudo investigou o mecanismo de competição larval de P. elaeisis em 

pupas de Diaphania hyalinata L. (Lepidoptera: Crambidae), buscando reconhecer a 

densidade ótima de posturas para produção de progênie e se a resposta imune do 

hospedeiro ao parasitismo se relaciona a esta densidade ótima. A nossa hipótese é que 

existe um número ótimo de posturas permitindo maior sobrevivência e desempenho 

da progênie devido ao limite de competição de imaturos por recurso e de supressão do 

sistema imune do hospedeiro. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1. Criação de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae) 

Lagartas de D. hyalinata foram alimentadas diariamente com folhas de chuchu 

(Sechium edule) da eclosão até a fase de pré-pupa em sala climatizada a 25 ± 2ºC, 70 ± 

10% de umidade relativa e fotofase de 12 horas em potes plásticos (3.000 mL) com a 

tampa perfurada e vedada com organza. Pré-pupas desse inseto foram transferidas para 

potes plásticos (3.000mL) forrados com papel toalha até a pupação e as pupas 

colocadas em gaiolas de madeira (33 x 33 x 33 cm) com as laterais teladas e fechadas 

para emergência dos adultos que receberam uma solução nutritiva (60g de sacarose, 

10,5g de mel e 1,05g de nipagin e ácido ascórbico diluídos em 1,05L de água 

destilada), embebida em algodão no fundo da gaiola sobre uma placa de Petri (Greene 

et al., 1976). Folhas de abóbora foram colocadas no interior das gaiolas e as posturas 

de D. hyalinata realizadas nas mesmas, coletadas e colocadas em potes plásticos para 

continuidade da criação (Pratissoli et al., 2008). 

2.2. Criação do parasitoide Palmistichus elaeisis 

Palmistichus elaeisis foi obtido da criação estoque do Laboratório de 

Controle Biológico de Insetos da Universidade Federal de Viçosa em Viçosa, Minas 

Gerais a 25 ± 1ºC, umidade relativa de 70 ± 10% e fotofase de 14 horas. Esse 

parasitoide foi criado em tubos de ensaio de vidro (14 x 2,2 cm) com uma gota de mel 

tampado com uma bola de algodão a 25 ± 2 °C, 70 ± 10% de umidade relativa e 12 h de 

fotoperíodo (Zanuncio et al., 2008). Fêmeas e machos de P. elaeisis foram acasalados 

após 24 a 36 h da emergência. Pupas de Tenebrio molitor com 24-72 h de idade foram 

individualizados com seis fêmeas do parasitoide por 48 horas. Os parasitoides obtidos 

foram coletados e utilizados nos experimentos.  
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2.3. Competição larval de parasitoides em pupas hospedeiras 

Cada fêmea virgem de P. elaeisis com idade entre 76 e 96 horas, quando 

possuem ovócitos maduros adequados para oviposição (Andrade et al., 2010; Andrade 

et al., 2012), receberam uma pupa de D. hyalinata em arena cilíndrica de plástico 

transparente com 2,2cm Ø e 1,8cm de altura. Essas fêmeas foram sexadas de acordo 

com as características morfológicas do abdômen (Delvare & LaSalle, 1993). Pupas de 

D. hyalinata (114 ± 0,08 mg) com 24h de idade foram expostas a uma (n= 34), duas (n= 

27), três (n= 27), quatro (n= 24) ou cinco posturas (n= 21) pela mesma fêmea do 

parasitoide, monitorados sob filmagem e gravação acoplado a um microscópio 

estereoscópio. Após o parasitismo, os hospedeiros foram armazenados em tubos de 

ensaio de vidro (14 x 2,2 cm) a 25 ± 1ºC, umidade relativa de 70 ± 10% e fotofase de 

14 horas. 

A competição entre imaturos de P. elaeisis foi observada em diferentes números 

de postura por pupa hospedeira. O número de machos e fêmeas emergido e a razão 

sexual (nº fêmeas emergidas/nº total de indivíduos emergidos) e o tempo de 

desenvolvimento foram analisados. Diferença de peso de fêmeas e machos dos 

parasitoides entre os tratamentos foi analisada e o peso (mg) contabilizado 

individualmente após a emergência. A biomassa de progênie produzida por pupa com 

diferentes densidades de postura foi obtida com o peso total dos indivíduos. O 

desempenho da progênie produzida por pupa sob diferentes densidades de postura, 

como estimativa da qualidade produtiva do parasitismo foi obtido com o número total e 

o peso de indivíduos (adaptado de Wei et al., 2013).  

2.4. Monitoramento de imaturos do parasitoide em pupa hospedeira  

O tempo de duração ovo-pupa, o percentual de imaturos inviáveis de P. elaeisis 

em pupa de D. hyalinata e o sucesso do parasitismo foram observados em sistema de 
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radiografia digital MX-20 (Faxitron X-ray Corp, Wheeling, IL, EUA). O período de 

pupação foi observado com raio-x diariamente após o parasitismo com uma, duas, três, 

quatro e cinco posturas de P. elaeisis. O percentual de pupas com imaturos mortos foi 

contabilizado pela relação entre o número de pupas hospedeiras com larvas do 

parasitoide observadas em raio-x e o número de pupas com emergência de parasitoides. 

A duração de ovo a pupa e o de pupa a emergência de adultos foram analisados 

para se avaliar se a competição por recurso afeta o tempo das fases imaturas. 

2.5. Sobrevivência de adultos emergidos 

A sobrevivência de cada fêmea e macho de P. elaeisis foi avaliada diariamente 

em tubos de ensaio de vidro (14 x 2,2 cm), tampado com uma bola de algodão a 25 ± 2 

°C, 70 ± 10% de umidade relativa e 12 h de fotoperíodo e alimentados com mel. 

2.6. Efeito da defesa imune do hospedeiro sobre imaturos  
 

A porcentagem de emergência de parasitoides e de pupas com imaturos 

inviáveis foram obtidas para se avaliar o efeito da  

A defesa imune de pupas de D. hyalinata sobre imaturos de P. elaeisis com 

diferentes densidades de postura do parasitoide foi obtida com a porcentagem de 

emergência de parasitoides e de pupas com imaturos inviáveis. O percentual de pupas 

que emergiram parasitoides foi corrigido com a adição da mortalidade natural de D. 

hyalinata, obtida de 311 pupas sadias desse inseto durante quatro gerações. 

2.7. Contagem de hemócitos 

Pupas de D. hyalinata (103 ± 0, 01 mg) com 24h de idade, foram expostas a uma, 

duas, três, quatro ou cinco oviposições de fêmeas acasaladas de P. elaeisis com idade 

entre 72 e 96h (Pereira et al., 2009, 2010; Andrade et al., 2010, 2012) e observadas 

individualmente em sistema de filmagem e gravação acoplado a um microscópio 

estereoscópio. Após 24h,  essas pupas foram lavadas com solução de hipoclorito de 
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sódio a 1% por cinco segundos e, a seguir, em água destilada. A hemolinfa (4 µL) de 

pupas desse inseto foi coletada com micropipeta por uma pequena incisão na cabeça 

das mesmas e, m seguida, transferida para 20 µ L de solução anticoagulante (98 mM 

NaOH, 186 mM NaCl, 17 mM Na2 EDTA e 41 mM de ácido cítrico, pH 4,5), para 

evitar a agregação dos hemócitos (Ibrahim & Kim, 2006). 

Cada amostra foi corada com 4 µ L de Giemsa e duas alíquotas desta solução (8 

µ L) adicionadas em cada lado da câmara de Neubauer (Linha Brilhante, New Optics). 

Os hemócitos totais e diferenciais foram quantificados em microscópio de luz. Cada 

tratamento teve dez repetições. 

2.8. Encapsulamento 
 

O encapsulamento foi demonstrado pela aderência de hemócitos em filamento 

de náilon para se avaliar a defesa imune do hospedeiro sob o efeito de diferentes 

números de posturas de P. elaeisis. Pedaços de filamentos de náilon (2 mm x 0,2 mm 

Ø) foram esterilizados com solução de hipoclorito de sódio a 1%, lavados em água 

destilada e implantados em pupas de D. hyalinata (109 ± 0,01 mg) com 24 horas de 

idade. As pupas foram individualmente parasitadas com uma (n= 13), duas (n= 10), três 

(n= 10), quatro (n=10) ou cinco (n=10) oviposições de fêmeas acasaladas de P. elaeisis. 

Após 48 horas, as pupas foram dissecadas e os implantes removidos. Os implantes 

foram fotografados em microscópio estereoscópio acoplado a uma câmera digital Axio 

Cam MRc5 para se analisar a capsula de melanização e a área de encapsulamento.  

A resposta do encapsulamento foi medida pela camada de células ao redor do 

filamento de náilon (área com agregação de hemócitos), calculando-se a porcentagem 

de área encapsulada de todo o implante (Diamond & Kingsolver, 2011; Silva et al., 

2013) com o software Axio Vision. As figuras dos implantes foram convertidas para 

escala de cinza com valores variando de 0 a 255 onde, sendo 0 o preto e 255 o branco 
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para mensurar a melanização. A média do valor cinza dos implantes foi analisado com o 

Software ImageJ 1.48v desenvolvido pelo US National Institutes of Health 

(http://imagej.nih.gov/ij/download.html). Os dados foram transformados para que o 

valor de cinza mais escuro correspondesse a mais alta taxa de melanização. A 

transformação dos valores observados para os implantes foi ajustada subtraindo-se o 

valor cinza de “fundo” (Andrade et al., 2010; de Souza et al., 2013). 

2.9. Análise dos dados 

O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado. Os resultados dos 

parâmetros reprodutivos e de desenvolvimento da progênie foram submetidos a análise 

de regressão. A probabilidade de pupação de imaturos e do período entre pupa e a 

emergência de P. elaeisis foi obtida com a análise de Probit (p < 0,05) pelo programa 

SAS. Os valores dos hemócitos, em diferentes densidades de parasitoide, foram 

analisados por regressão e graficamente representados usando o programa SigmaPlot 

12.0 (p < 0,05). Os valores adimensionais, para a taxa de encapsulamento, foram 

comparados por análise de regressão (p < 0,05).  As curvas de sobrevivência de cada 

sexo por pupa foram obtidas utilizando-se estimadores Kaplan-Meyer no software SAS 

e graficamente representadas por meio do programa SigmaPlot 12.0 (p < 0,05). A 

longevidade mediana de fêmeas e machos por pupa foi foram submetidos à análise de 

regressão e representadas pelo software SigmaPlot 12.0 (p < 0,05). 

 

3. RESULTADOS 

3.1. Competição larval de parasitoides 

O número de parasitoides emergidos de P. elaeisis aumentou com até três 

posturas apresentando número máximo de indivíduos ajustado pelo modelo quadrático 

(F2,51 = 8,27; p < 0,0008) (Figura 1A). O número total de fêmeas mostrou curva 

http://imagej.nih.gov/ij/download.html
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semelhante ao de total de indivíduos, com maior número de fêmeas com até três 

oviposições (F2,51 = 9,04; p < 0,0004) (Figura 1B). O número de machos foi semelhante 

entre tratamentos, assim como o peso de fêmea (0, 42 ± 0, 006) e macho (0, 17 ± 0, 004) 

e a razão sexual (0, 92 ± 0, 01). 

O desempenho de parasitoides, relação entre o número de indivíduos e peso, 

mostrou comportamento similar à curva do número total de indivíduos e de fêmeas, 

com aumento e valor máximo com três oviposições (F2,51 = 8,6; p = 0,001) (Figura 1C). 

A biomassa de insetos emergidos também foi maior com até três oviposições (F2,53 = 

7,70; p = 0,001) (Figura 1D).  

3.2. Monitoramento de imaturos do parasitoide em pupa hospedeira  

Larvas de P. elaeisis empuparam mais rápido com três oviposições desse 

parasitoide (Probit, p >  0,05) com desenvolvimento médio estimado de ovo a pupa em 

torno de dez dias, seguida por larvas com cinco oviposições visualisados em raio-x  

(Figura 2A, C). O tempo entre o período de pupa e a emergência de P. elaeisis foi 

praticamente constante com três oviposições, variando para os demais tratamentos 

(Probit, p >  0,05) (Figura 2B). O tempo de desenvolvimento de P. elaeisis (ovo-adulto) 

foi menor com três oviposições desse parasitoide observado pelo ajuste do modelo 

quadrático (F2,47 = 9,94; p = 0,0002) (Figura 2D). 

3.3. Sobrevivência de adultos emergidos 

A sobrevivência de P. elaeisis difere significativamente entre os números de 

oviposições para fêmeas (Log-rank test, x² = 43,216, g.l. = 4, p < 0,001) e machos (Log-

rank test, x² = 26,9, g.l. = 4, p < 0,001) (Figura 3A, 3C). Fêmeas e machos de pupas com 

uma oviposição sobreviveram mais que indivíduos dos demais tratamentos (Holm-

Sidak, p < 0,05) (Figura 3B, 3D). A longevidade de fêmeas (F1,57 = 6,39; p = 0,014) e 

machos(F1,44 = 12,46; p = 0,0009) foi maior com uma oviposição (Figura 3B, 3D). 
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3.4. Efeito da defesa imune do hospedeiro sobre imaturos  

A porcentagem de emergência de P. elaeisis por pupa aumentou com o número 

de posturas desse parasitoide (F1,3 = 62,48; p = 0,004). O percentual de emergência foi 

de 36,8% e de 69,3 % com a menor e maior densidade de oviposição, respectivamente 

(Figura 4A).  

 Os tratamentos com uma, duas e três oviposições tiveram 40, 25 e 6,6% de 

pupas com imaturos mortos, respectivamente (F1,3 = 23,49; p = 0,01) (Figura 4B; Figura 

4C). Pupas com quatro e cinco oviposições não tiveram larvas inviáveis. O sucesso de 

parasitismo foi de 100% em todos os tratamentos e a mortalidade natural de pupas de D. 

hyalinata foi de 7,4%. 

3.5. Densidade de hemócitos 

O número de hemócitos totais circulantes na hemolinfa de pupas de D. hyalinata 

reduziu de 3,73 x 106 de células mL-1 com uma oviposição para 2,29 x 106de células 

mL-1 em pupas parasitadas cinco vezes (F1,49 = 10,86; p = 0,001) (Figura 5A).  

O número de granulócitos circulantes na hemolinfa, também, decresceu 

linearmente com o número de oviposições do parasitoide. A variação foi quase três 

vezes menor, de 1,44 x 106de células mL-1 para 0,5 x 106de células mL-1 (F1,49 = 35,29; 

p = 0,0001), com o menor e maior número de oviposições, respectivamente (Figura 5B).  

O número de plasmatócitos circulantes na hemolinfa de pupas de D. hyalinata se 

ajustou ao modelo quadrático e decresceu com o superparasitismo com até três 

oviposições comparado com o menor número de oviposição, 0,7 x 106de células mL-1 e 

0,3 x 106de células mL-1 (F2,48 = 4,0; p = 0,02), respectivamente (Figura 5C).  

O total de prohemócitos, decresceu linearmente com o aumento do número de 

oviposições, 0,59 x 106de células mL-1 para 0,19 x 106de células mL-1 (F1,49 = 14, 64; p 

< 0,0004) (Figura 5D). 
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 Oenocitóides e esferulócitos circulantes na hemolinfa mostraram padrão 

aleatório entre tratamentos e não diferiram entre os tratamentos (Figura 5E e F). 

3.6. Encapsulamento 

O encapsulamento entre os diferentes números de posturas mostrou aderência e 

agregação de células (área totalmente escura) ao redor do filamento de náilon 

implantado nas pupas (Figura 6). A taxa de encapsulamento decresceu linearmente de 

81,09% para 9,75% da área encapsulada, do menor para maior número de oviposições 

de P. elaeisis, respectivamente (F1,51 = 77,83; p = 0,0001) (Figura 6A, C). O aumento da 

densidade de oviposições pelo parasitoide decresceu a melanização ajustada pelo 

modelo quadrático (F2,50 = 4,28; p = 0,01) (Figura 6B, C). 

 
4. DISCUSSÃO 

 
4.1. Competição larval de parasitoides 

O maior número de indivíduos e particularmente de fêmeas emergidos de pupas 

com três posturas indica o ponto ótimo de maior sobrevivência e competição por 

recursos entre parasitoides imaturos na pupa de D. hyalinata. Abaixo deste limiar de 

posturas a resposta imune do hospedeiro reduziu o número de indivíduos. A redução da 

progênie de P. elaeisis em pupas ovipositadas quatro e cinco vezes é devido à 

adequação no número de descendentes (Zaviezo & Mills, 2000; Jaramillo et al., 2006) 

em pupas de D. hyalinata, por consequência da capacidade do hospedeiro ter sido 

excedida (Keinan et al., 2012) como em Manduca sexta (Lepdoptera: Sphingidae) onde 

a sobrevivência da prole de Cotesia congregata (Hymenoptera: Braconidae) se 

aproximou de zero com o aumento de imaturos (Alleyne & Beckage, 1997).  

O peso semelhante de fêmeas e de machos entre os diferentes níveis de 

competição pode ter sido mascarada pela quantidade de recurso consumida pelos 

indivíduos no hospedeiro. Os primeiros imaturos colocados no hospedeiro podem 
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aproveitar melhor os recursos (Dorn et al., 2007) devido ao maior intervalo entre as 

oviposições e, teratócitos, células injetadas durante a oviposição por parasitoides, 

podem fornecer nutrientes adicionais (Falabella et al., 2000; Harvey et al., 2013) como 

relatado para Ichneumonoidea, Platygastroidea e Chalcidoidea (Volkoff & Colazza, 

1992; Mackauer & Chau, 2001; Pedata et al., 2003). 

A falta de impacto do aumento de posturas na razão sexual em P. elaeisis deve-

se ao fato da relação entre o número de imaturos ovipositados e a razão sexual variar 

entre os parasitoides gregários (Dorn et al., 2007). No entanto, o parasitismo aumentou 

o número de machos de C. glomerata (Gu et al., 2003) reduziu o de N. vitripennis e B. 

hebetor (King, 1993) e não alterou o de T. evanescens (van Dijken & Waage, 1987) 

indicando que a qualidade do hospedeiro pode regular a razão sexual (Suzuki et al., 

1984; Darrouzet et al., 2008). 

A maior biomassa de parasitoides em pupas com três posturas de P. elaeisis foi 

atribuído, principalmente, ao maior número de indivíduos emergidos. Isto foi devido ao 

compartilhamento de recursos pelas larvas, fenômeno comum em endoparasitóides 

gregários (Harvey et al., 2013). Abaixo e acima de três posturas, o elevado 

encapsulamento de imaturos e maior competição de larvas por recursos, 

respectivamente, reduziu a biomassa de parasitoides.  

4.2. Monitoramento de imaturos do parasitoide em pupa hospedeira em raios-x 

A maior competição por recursos em pupas com três posturas reduziu o período 

de pupação do parasitoide e, consequentemente, o tempo de desenvolvimento dos 

indivíduos. Isto indica que a competição por alimento na fase de larva, é fator 

determinante para o ciclo de vida de P. elaeisis com valor constante em dias da fase de 

pupa a emergência deste parasitoide com três oviposições. Por outro lado, o menor 

número de indivíduos em pupas com uma e duas posturas aumentou o tempo de 
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desenvolvimento devido a maior quantidade de recurso e do seu lento consumo pelos 

imaturos. O desenvolvimento mais rápido de Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov, 1912) 

(Hymenoptera: Braconidae) no hospedeiro Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: 

Plutellidae) também foi devido à restrição do recurso (Silva-Torres et al., 2009).  

4.3. Sobrevivência de adultos 

A maior sobrevivência e longevidade de fêmeas e machos em pupas com uma 

oviposição é devido à baixa competição por recurso (Parker & Mock, 1987; Godfray, 

1995) dos indivíduos imaturos em menor número por hospedeiro. Por outro lado, a 

menor sobrevivência e longevidade de fêmeas e machos com duas a cinco oviposições 

se deve ao menor aproveitamento nutricional pela alta competição. 

4.4. Efeito da defesa imune celular do hospedeiro sobre imaturos  

A maior taxa de emergência de parasitoides e a ausência de imaturos mortos 

observados em raio-x com o aumento linear do número de oviposições, sustenta a 

hipótese do superparasitismo ser uma estratégia de P. elaeisis para suprimir a imunidade 

do hospedeiro e garantir uma maior proporção de imaturos sobreviventes, indicador de 

ganho de desempenho (Koppik et al., 2014). O parasitoide gregário Cotesia flavipes 

apresentou uma relação inversa com grande mortalidade de progênies (58%) em 

hospedeiro superparasitado em comparação com parasitados (16%) (Potting et al., 

1997). No entanto, fêmeas deste parasitoide evitam ovipositar em hospedeiros 

parasitados (Potting et al., 1997) mostrando que o tipo de efeito do superparasitismo 

pode variar entre espécies de parasitoides (Gu et al., 2003) em função de uma estratégia 

adaptativa. 

O sucesso do parasitismo de P. elaeisis em 100 % das pupas de D. hyalinata 

com diferentes números de oviposições mostrou a eficiência desse parasitoide sobre 

esse hospedeiro. O alto nível de parasitismo pode estar relacionado à baixa defesa 
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imune de pupas de D. hyalinata pelo seu pequeno tamanho (Silva et al., 2014), o que 

aumenta sua vulnerabilidade às substâncias injetadas por fêmeas durante a oviposição 

ou secreções de suas progênies (Harvey et al., 2013) que alterara o metabolismo (Bae & 

Kim, 2004) e causa a sua morte (Hoang, 2002). Pode estar ainda relacionado à toxidade 

pela síntese de severos subprodutos tóxicos envolvidos na melanização (Söderhäll & 

Cerenius, 1998) nocivas as suas próprias células (Ashida & Brey, 1995; Söderhäll & 

Cerenius, 1998) por consequência da grande quantidade de energia direcionada a defesa 

imune (Hoang, 2002) ou ao grande número de imaturos ovipositados porque o 

desenvolvimento do hospedeiro depende do número de larvas no seu interior (Harvey, 

2000) que exaure os recursos e causam a morte prematura do hospedeiro (Brodeur & 

Boivin, 2004; Kaspi et al., 2011). 

4.5. Densidade de hemócitos 

Os cinco tipos de hemócitos circulantes (prohemócitos, oenocitóides, 

plasmatócitos, granulócitos e esferulócitos) em D. hyalinata foram, também, observados 

em outros lepidópteros, mas, a sua quantidade varia com a espécie (Ribeiro & Brehélin, 

2006; Zhai & Zhao, 2012; Zhang et al., 2012). 

O decréscimo linear do número de hemócitos totais com o aumento do número 

de oviposições de P. elaeisis mostra que a resposta imuno-celular do hospedeiro varia 

com poucas posturas deste endoparasitoide, o que é importante para o controle 

biológico.  

A redução do número de prohemócitos com o aumento do número de 

oviposições pode ter comprometido a reposição das demais células por serem células 

indiferenciadas (Lavine & Strand, 2002, Strand, 2008; James & Xu, 2012), como 

plasmatócitos e granulócitos circulantes, também, em menores números na hemolinfa 

de D. hyalinata com três e maiores densidades de oviposições, respectivamente. 



15 
 

Plasmatócitos e granulócitos, células mais abundantes em Lepidoptera (Strand & Pech, 

1995; Strand, 2008), são as primeiras células a entrar em contato com os organismos 

invasores (Stoepler et al., 2013) para o processo de encapsulamento (Pech & Strand, 

1996; Uçkan et al., 2010; Stoepler et al., 2013). A redução significativa do número de 

hemócitos pode ser devido a maior quantidade de ovos injetados no hospedeiro, o que 

leva à uma maior exaustão do sistema imune do hospedeiro (Sagarra et al. 2000) e à 

alterações morfológicas e indução de apoptose, com morte das células (Glatz et al., 

2004; Zhang et al., 2012) por polydnaviruses (PDVs), partículas semelhantes a vírus 

(VLPs), venenos, teratócitos e proteínas do ovário injetadas no hospedeiro durante a 

oviposição e que também, podem reduzir o encapsulamento (Zhang et al., 2012; Harvey 

et al., 2013). Polydnaviruses são vírus simbióticos associados à Braconidae e 

Ichneumonidae (Bai et al., 2011; Zhang et al., 2012); teratócitos a Braconidae (Shaw & 

Huddleston, 1991; Mackauer & Chau, 2001; Bai et al., 2011), Scelionidae (Strand et al., 

1985; Volkoff & Colazza, 1992) Ichneumonidae (Rouleux-Bonnin et al., 1999) e 

Aphelinidae (Pedata et al., 2003) e, venenos a Eulophidae (Uçkan et al., 2004; Bai et al., 

2011).  

4.6. Encapsulamento 

A menor taxa de encapsulamento de implantes de náilon com maior número de 

oviposições de P. elaeisis é semelhante ao relatado para o endoparasitoide Metaphycus 

flavus (Hymenoptera: Encyrtidae) no hospedeiro Coccus hesperidum (Hemiptera: 

Coccidae) (Tena et al. 2008) e para diferentes densidades de indivíduos de P. elaeisis 

em Anticarsia gemmatalis (Hübner) (Lepidoptera: Noctuidae) e deve-se à baixa 

quantidade de granulócitos e plasmatócitos circulantes. Parasitoides podem regular o 

ambiente interno do hospedeiro criando um local adequado para otimizar o 

desenvolvimento, sobrevivência e desempenho dos imaturos (Harvey et al., 2013), 
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incluindo a inibição da resposta celular com a morte de hemócitos responsáveis pela 

identificação e encapsulamento do invasor (Suzuki & Tanaka, 2006). Isto pode ter 

reduzido a taxa de melanização que ocorre após a formação de uma cápsula em torno do 

invasor por hemócitos (Marmaras & Lampropoulou, 2009). Isto explica a baixa 

mortalidade de imaturos de P. elaeisis com o aumento de oviposições por fome, asfixia 

e intoxicação de compostos oriundos da melanização durante a síntese de melanina, 

produto de reações envolvendo a via tirosina-profenoloxidase (Fisher, 1963; Chen & 

Chen, 1995; Nappi & Ottaviani, 2000).  

 

 
5. CONCLUSÕES 

 
A oviposição por três vezes maximizou a progênie, reduziu o tempo de 

desenvolvimento e aumentou o desempenho de P. elaeisis. Isto mostra a redução ou 

supressão da defesa imune celular e humoral do hospedeiro com o ajuste do número de 

competidores por recurso. 

O superparasitismo é uma estratégia em P. elaeisis para o aumento de 

sobrevivência e desempenho da prole. 
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Figura1. (A) Total de parasitoides emergidos. (B) número de machos e fêmeas de 

Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) por pupa. (C) Desempenho (relação 

entre número e peso de parasitoides) de progênies de P. elaeisis. (D) biomassa de 

indivíduos emergidos por pupa de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae) com 

acréscimo de oviposições do parasitoide. 
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Fig 2. Competição de imaturos de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) 

com diferentes números de oviposições na velocidade de desenvolvimento. (A) 

Probabilidade da velocidade de pupação (desenvolvimento de ovo – pupa) em dias entre 

diferentes níveis de competição. (B) Probabilidade de tempo de emergência (pupa-

adulto). (C) Pupação antecipada de P. elaeisis com alta densidade de imaturos deste 

parasitoide em pupa de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae) com três 

oviposições após dez dias de parasitismo em raio-x. O estágio de desenvolvimento (se 

larva ou pupa) é indicado (L ou P, respectivamente; L4 – estágio larval). (D) Tempo de 

desenvolvimento (ovo a adulto).  
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Figura 3. Curvas de sobrevivência de fêmeas (A) e machos (C) de Palmistichus elaeisis 

(Hymenoptera: Eulophidae) originados de pupas de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: 

Crambidae) parasitadas e superparasitadas utilizando Log-rank test, x² test (p > 0,05). 

Curvas de sobrevivência agrupadas por linha de mesma cor, não diferem pelo teste 

Holm-Sidak (p < 0,05). Box plot do tempo mediano letal estimado (LT50) de fêmeas (B) 

e de machos (D) do parasitoide em pupas com diferentes números de oviposições. Cores 

semelhantes representam semelhanças entre tratamentos. Linhas de regressões 

sobrepostas sobre box plot indicam a longevidade mediana de fêmeas (B) e machos (D) 

adultos em cada pupa de D. hyalinata. 
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Figura 4. Defesa imune de pupas de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae) 

sobre imaturos de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae). (A) Taxa de 

emergência de proles por pupa. (B) Percentual de pupas com imaturos mortos inviáveis 

(S- larva sadia, I- larva inviável). (C) Sequência de desenvolvimento de imaturos 

inviáveis de P. elaeisis dentro de pupa de D. hyalinata. 
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Figura 5. Hemócitos circulantes na hemolinfa de pupas de Diaphania hyalinata 

(Lepidoptera: Crambidae) exposta aos diferentes números de oviposições de 

Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae). (A) total de hemócitos, (B) 

granulócitos, (C) plasmatócitos, (D) proemócitos, (E) oenocitóides, e (F) esferulócitos.  
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Figura 6. (A) taxa de encapsulamento (valores em porcentagem de área coberta 

por células) e (B) melanização (valores estimados por unidade arbitrária de 

implantes escuros) de pupas de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae) 

parasitadas por diferentes densidades de oviposições de Palmistichus elaeisis 

(Hymenoptera: Eulophidae). (C) Implantes de náilon retirados de pupas de D. 

hyalinata parasitada e superparasitadas pelo parasitoide. 

 
 

 

 


