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RESUMO

A citricultura é uma das mais importantes atividades agricolas do Brasil, sendo a sua
producdo voltada especialmente para a exportacdo de suco concentrado, gerando lucros
que ultrapassam um bilhdo de ddlares/ano. Neste trabalho pela primeira vez antissoros
especificos para Aphis spiraecola (Patch) e Toxoptera citricidus (Kirkaldy) (Hemiptera:
Aphididae) foram produzidos e potenciais predadores destas pragas foram identificados.
A serologia baseia-se na possibilidade de reacGes especificas entre um antissoro obtido
para a presa que se deseja investigar e antigenos obtidos pela maceracdo de potenciais
predadores capturados no campo. Amostras dos afideos A. spiraecola e T. citricidus
foram maceradas em solucdo salina 0,75%. Os macerados foram centrifugados e 0s
sobrenadantes utilizados como antigenos imunizantes para obtencdo do antissoro
especifico. Para esse propdésito dois coelhos foram imunizados com doses de antigenos
na regido do linfonodos. Testes seroldgicos homdlogos e heterdlogos foram realizados
através do metodo de dupla difusdo em &gar. Reacdes seroldgicas homologas foram
positivas logo apds sete dias da primeira inoculacdo do antigeno para ambos o0s
antissoros. O titulo maximo entre os antissoros foi de 32. Reacdes heterdlogas positivas
foram observadas para os Coccinellidae Azia luteipes Mulsant, Cycloneda conjugata
(Mulsant), Cycloneda sanguinea Linnaeus, Harmonia axyridis (Pallas), Hippodamia
convergens (Guérrin-Meneville), Olla v-nigrum (Mulsant) e Scymnus spp; larvas de,
larvas de Chrysoperla externa (Hagen, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae), larvas de
Pseudodorus clavatus (Fabricius, 1794) (Diptera: Syrphidae); um heteroptero
(Hemiptera: Heteroptera) e um aracnideo (Araneae). N&o houve diferencas
significativas entre C. sanguinea, H. convergens e H. axyridis quanto as suas eficiéncias
de predacdo. Os predadores C sanguinea, H convergens e H axyridis ndo apresentaram

diferencas na preferéncia alimentar para A. spiraecoala ou T. citricidus. A partir dos
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resultados obtidos pode-se concluir que os predadores encontrados nos cultivos de citros
sdo potenciais predadores de A. spiraecola e/ou T. citricidus e podem atuar como
eficientes agentes de controle bioldgico desses afideos, diminuindo a sua populacédo e
reduzindo seus danos. A técnica seroldgica utilizada foi eficaz na deteccdo de

predadores desses afideos no campo.
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ABSTRACT

Citriculture is one of the most important agricultural activities in Brazil, and its
production, specially directed to the export of concentrated juice, generates profits that
surpass one billion dollars a year. In the present work, specific antisera for Aphis
spiraecola (Patch) and Toxoptera citricidus (Kirkaldy) (Hemiptera: Aphididae) were
produced, and potential predators of these pests were identified. Serology is based on
the possibility of specific reactions between an antiserum obtained for the prey that is
going to be investigated and the antigens obtained through the maceration of the
possible predators captured in the fields. Samples of the A. spiraecola and T. citricidus
aphids were macerated in a 0.75% salt solution. The macerated samples were
centrifuged, and the floating ones were used as immunizing antigens for the attainment
of the specific antiserum. For that purpose, two rabbits were immunized with doses of
antigens in the region of the lymph nodes. Homologous and heterologous serological
tests were performed through the method of double diffusion in agar. Homologous
serological reactions were positive for both antisera as soon as seven days after the first
antigen inoculation. The maximum title between both antisera was of 32. Positive
heterologous reactions were observed as for Coccinellidae Azia luteipes (Mulsant),
Cycloneda conjugata (Mulsant), Cycloneda sanguinea (Linnaeus), Harmonia axyridis
(Pallas), Hippodamia convergens (Guérrin-Meneville), Olla v-nigrum (Mulsant) and
Scymnus spp; Chrysoperla externa larvae (Hagen, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae),
Pseudodorus clavatus larvae (Fabricius, 1794) (Diptera: Syrphidae); one heteropterous
(Hemiptera: Heteroptera) and one arachnid (Araneae). No significant differences were
observed between C. sanguinea, H. convergens e H. axyridis as for their predatory
efficiency. The predators C. sanguinea, H. convergens and H. axyridis did not present

differences in their food preference for A. spiraecola or T. citricidus. From the obtained
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results, one can infer that the predators found in citrus cultivations are potential
predators of A. spiraecola and/or T. citricidus and may act as efficient agents of
biological control of those aphids, reducing their populations and the damages caused
by them. The serological technique used was effective in the detection of predators of

those aphids in the fields.



1. INTRODUCAO

A citricultura € uma das mais importantes atividades agricolas no Brasil, sendo a
sua producdo voltada especialmente para a exportacdo de suco concentrado. A producéo
brasileira ultrapassa 20 milhdes de toneladas, tendo como principal pélo produtor o
Estado de Sdo Paulo, com quase 80% da producdo nacional de frutos citricos (IBGE,
2005). O Brasil produz mais de 30% da laranja cultivada no mundo e 59% do suco de
laranja concentrado congelado consumido no mundo (FAO, 2008).

A cultura de citros [Citrus sinensis (L.) Osbeck] é alvo constante de inUmeras
pragas e doencas, que encontrando condi¢fes favoraveis ao seu desenvolvimento sdo
capazes de causar danos irreversiveis. Entre os diversos insetos praga que podem
ocasionar prejuizos econdmicos a citricultura encontram-se os afideos (Hemiptera:
Aphididae). Esses hemipteros podem causar danos diretamente pelo depauperamento da
planta, motivado pela sucgdo continua da seiva e enrolamento das folhas. Os danos
indiretos sdo motivados pela transmissdo de virus as plantas (ILHARCO, 1992;
NAULT, 1997).

Segundo BARBAGALLO & PATTI (1986) aproximadamente 20 espécies de
afideos atacam a cultura dos citros no mundo. HALBERT & BROWN (1996)
observaram 21 espécies de afideos colonizando brotos vegetativos e florais em diversas
espécies de citricos. MORA et al. (1997) e PENA et al. (1998) observaram 10 espécies
de afideos atacando citros no México. Dados compilados por SOUSA-SILVA &
ILHARCO (1995) mostram que, no Brasil, as plantas citricas sdo colonizadas pelos
seguintes afideos: Aphis gossypii (Glover, 1887), Aphis spiraecola (Patch, 1914),

Toxoptera aurantii (Boyer de Foscolombe, 1841) e Toxoptera citricidus (Kirkaldy,



1907), uma das pragas mais daninhas ao Citrus, sendo o principal vetor do virus da
tristeza dos citros.

A ocorréncia de “pragas” em diversas culturas € uma conseqiiéncia de um
desequilibrio que acaba piorando com o uso indiscriminado de inseticidas. A aplicagédo
segura e eficiente de qualquer medida de controle deve ser baseada no conhecimento da
dindmica da populacdo da praga, especificamente, dos fatores que regulam a sua
densidade populacional, como por exemplo, 0s inimigos naturais (patdgenos,
parasitoides e predadores) (SUNDERLAND et al., 1997), que contribuem
significativamente para o controle de suas populagées. Uma premissa fundamental para
0 uso de predadores no controle bioldgico é a sua capacidade de consumir grande
quantidade de uma determinada praga. O reconhecimento desses agentes controladores
no ambiente é realizado, principalmente, por meio da observacdo direta. No caso do
parasitismo essa relacéo é facil de ser visualizada uma vez que o hospedeiro se mantém,
mumificado ap6s a emergéncia do parasitoide. O predador, ao contrario, consome toda a
presa e, neste caso, a relacdo é definida pela constatacdo do ato predatdrio. As
dificuldades para essa constatacdo justificam a aplicacdo de métodos que permitam a
identificagdo segura desses controladores naturais. Uma metodologia que vem sendo
utilizada por diversos pesquisadores para a determinagdo de predadores é a serologia.
Esta técnica baseia-se em reacdes especificas que sdo realizadas entre um antissoro
obtido para uma determinada fonte alimentar e os varios consumidores dessa fonte,

como antigenos.



2. OBJETIVOS

A partir do exposto os objetivos do presente estudo visaram responder as

seguintes questdes:

1) E possivel produzir antissoros especificos para os afideos T. citricidus e A.
spiraecola?

2) Os antissoros podem ser utilizados na determinagdo dos predadores dos
afideos T. citricidus e A. spiraecola?

3) Atraveés de testes seroldgicos é possivel determinar, em condi¢Ges de campo,
se ha preferéncia alimentar aos afideos T. citricidus e A. spiraecola pelos predadores?

4) E possivel comparar, através da serologia, os diversos predadores, quanto a

sua eficiéncia em predar os afideos T. citricidus e A. spiraecola?



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. A citricultura no Brasil

A citricultura possui potencial econémico no ambito nacional e internacional.
No Brasil é caracterizada como uma das mais importantes atividades agro-industriais.
No ano de 2007 os lucros com a exportacdo de suco de laranja chegaram a US$2,3
bilhdes, representando 80% do mercado mundial de suco de laranja (BRASIL, 2008
apud ADAMI, 2010). A producéo de suco de Laranja concentrado congelado — SLCC
brasileiro detem quase 60% da producdo mundial e mais de 80% de participacdo nas
vendas do mercado mundial. O setor da laranja movimenta R$9 bilhdes por ano e gera
mais de 400 mil empregos diretos e indiretos; investe fortemente em inovagdes e em
pesquisa e tecnologia (NEVES et al., 2006).

Apesar do impacto na economia brasileira a citricultura passa por muitos
problemas, na maioria das vezes relacionada a ocorréncia de doencas, veiculadas
principalmente por insetos. Nesse aspecto, em 2003, os gastos chegaram a US$141
milhdes com defensivos agricolas e US$150 milhdes ao ano provocado pela queda da
producdo e perdas de plantas na érea citricola (NEVES & LOPES, 2005 apud ADAMI,
2010).

A maior ameaga a citricultura brasileira ocorreu em 1937 com o aparecimento
do virus da “tristeza dos citros”. Seu patdgeno é o Citrus Tristeza Virus — CTV, tendo
como principal vetor o afideo T. citricidus (MENEGHINI, 1946). Também ¢é
transmitido por enxertia desde que ocorra o contato entre o floema da fonte de indculo e
o floema da planta receptora. Os afideos, T. aurantii, A. gossypii e A. spiraecola,
também podem transmiti-lo as plantas de modo semipersistente (BLACKMAN &

EASTOP, 1984; HUGHES & GOTTWALD, 1999; LEE & BAR-JOSEPH, 2000;



WHITESIDE et al., 1993).

Em 1957 o “cancro citrico” foi introduzido do Japao para o Estado de S&o Paulo.
Estimam-se perdas de 1,2 milhdes de plantas devido a sua ocorréncia (MASSARI, 2001
apud ADAMI, op. cit.). Em 1999 uma erradicacdo mais severa foi adotada ocasionando
a retirada de 1,8 milhdes de arvores entre 2000 e 2004 (FIGUEIREDO, 2008 apud
ADAMI, op. cit.).

Em 1987 surgiu uma nova doenca denominada “Clorose Variegada dos Citros”
(CVC) causada pela bactéria Xylella fastidiosa Wells et al. 1987 (Xanthomonadales:
Xanthomonadaceae) e transmitida por diversas espécies de cigarrinhas (Hemiptera:
Auchenorrhyncha). Esta doenca provocou em 2003 perdas de US$100 milhGes com
incidéncia em 43% das plantas cultivadas em S&o Paulo e no Sul de Minas Gerais
(LOPES et al. 2004 apud ADAMI, 2010).

A Leprose dos citros outra importante doenca que afeta a citricultura brasileira
(BASSANEZI & LARANJEIRA, 2007) é causada pelo virus da leprose dos citros
(CiLV) e transmitida pelo acaro Brevipalpus phoenicis (Acari: Tenuipalpidae). A
leprose ocorre principalmente na América do Sul e foi encontrada mais recentemente,
na América Central (MULLER et al., 2005 apud BASSANEZI & LARANIJEIRA,
2007). No Brasil, além de Sao Paulo, ocorre principalmente nos estados do sul e sudeste
sendo pouco encontrada em outras regides (MULLER et al., 2005 apud BASSANEZI
& LARANIJEIRA, 2007).

Em 2001 foi detectada em pomares do sul do Triangulo Mineiro uma nova
doenca, a Morte Subita dos Citros (MSC) (GIMENES FERNANDES & BASSANEZI,
2001), assim denominada em virtude da rapidez com que as plantas morrem na fase
final da doenca (MACHADO et al. 2004). E uma doenca que pode causar definhamento

e morte subita das plantas, principalmente em pomares de laranjeira Valencia,



enxertadas sobre limoeiros Cravo, que é suscetivel a doenca. A MSC ja provocou no
Brasil prejuizos na ordem de US$40 milhdes (FUNDECITRUS, 2005). Por apresentar
aspectos semelhantes aos da ‘tristeza dos citros’, especula-se que o agente causal seja
um variante do CTV. Em relacédo a etiologia e informag6es epidemiologicas sobre a
MSC, o padrdo espacial da doenca é compativel com aquele de uma doenca infecciosa
transmitida provavelmente por afideos (BASSANEZI et al., 2002, 2003). Pesquisas
recentes indicaram A. gossypii e A. spiraecola como os principais vetores envolvidos.
Pelo tipo de alastramento da doenca nos pomares e pelos aspectos semelhantes ao CTV,
T. citricidus também é apontado, como um dos possiveis vetores envolvidos na
disseminacéo da MSC nos pomares (FUNDECITRQOS, op. cit.).

Atualmente o “Greening”, doenga que tem como agente causal bactérias e como
vetores 0s psilideos, vem trazendo prejuizos aos produtores de citricos
(FUNDECITRUS, op. cit.). Estima-se que aproximadamente trés milhdes de plantas ja
foram eliminadas desde que a doenga apareceu nos pomares paulistas. Estima-se que
para 0s préximos anos, mais trés milhGes de novas plantas sejam eliminadas (GARCIA,

2009 apud ADAMI, 2010).

3.2 Os afideos

Os afideos (Hemiptera: Aphidoidea) sdo insetos fitéfagos que em sua maioria
evoluiram na flora das regides temperadas estando bem adaptados as mudancas
estacionais que condicionam a vegetacdo |4 encontrada. Aproveitam com muita
eficiéncia 0 meio em que vivem e possuem um alto grau de especificidade ao
hospedeiro (HOLMAN, 1974). Aphididae é a familia mais numerosa e com maior

numero de espécies de importancia econémica.



Nos afideos a alta fecundidade, onde partenogénese, Vviviparidade e
polimorfismo, conjuntamente, favorecem o potencial de suas geracdes e,
consequentemente, possibilita-lhes altas taxas de reproducdo; uma divisdo de trabalho
entre as formas: umas concentradas na reproducdo e outras na dispersdo; o
desenvolvimento de ciclos de vida complexos, e interacOes especializadas com as
plantas hospedeiras tém contribuido para o éxito do grupo (CARVER, 1989).

As principais caracteristicas que os situam entre as pragas mais abundantes e
importantes das culturas sao: a sua forma de alimentacgdo, o alto ritmo de reproducéo e a
habilidade dos alados para se dispersarem a grandes distancias (HOLMAN, 1974).
Apresentam desenvolvimento hemimetabolo (BORROR & DELONG, 1998), onde
quase todas as espécies passam por quatro estadios ninfais, tornando-se adultos apés a
quarta muda. A partir do terceiro estadio é possivel diferenciar os adultos alados através
da presenca ou ndo de tecas alares. Podem ocupar diferentes partes da planta ao longo
de seu ciclo biolégico (BLACKMAN & EASTOP, 1994), sendo um dos grupos de
insetos com maior potencial de danos nas espécies hospedeiras, tanto danos diretos
causados pela sua alimentacdo quanto indiretos (ILHARCO, 1992).

Os principais danos diretos se devem a retirada de substancias nutritivas do
hospedeiro, e a transmissdo de substincias tdxicas atraves da saliva, provocando
encarquilhamento, deformac6es, galhas, necrose, queda de flores e frutos, manchas nas
folhas e frutos, e reducdo do crescimento (ZUCCHI et al. 1993). A melada ou
“honeydew” que excretam constitui um atrativo para formigas, queimam as folhas das
plantas, facilitam a proliferacdo de fungos negros saprofitas (fumaginas), que acabam
por revestir a superficie foliar, prejudicando a fotossintese, ocorrendo reducdo na area
fotossintética, e com isso, dificultando os processos de respiracdo e evapotranspiracao

da planta (ILHARCO, op. cit.).



O principal dano € indireto, devido a transmissdo de virus as plantas e, nesse
caso, um so inseto é suficiente para contaminar varias plantas. Uma espeécie de afideo
pode transmitir apenas um, ou diversos virus e, também, um virus pode ser transmitido
por uma sé espécie de afideo ou por varias. Os virus podem ser persistentes fazendo do
inseto um vetor permanente, ou ndo persistente, perdendo-se com as mudas ou com as
primeiras picadas na planta (ILHARCO, op. cit.). T. ciricidus, T. aurantii, A. gossypii e
A. spiraecola transmitem o virus da “tristeza dos citros” de modo semipersistente
(BLACKMAN & EASTOP, 1984; HUGHES & GOTTWALD, 1999; LEE & BAR-
JOSEPH, 2000; WHITESIDE et al., 1993). EASTOP (1966) observou que 200 espécies
de afideos sdo vetoras de virus em plantas; por exemplo Myzus persicae (Sulzer, 1776)

(Hemiptera: Aphididae) é vetor de mais de 100 espécies de virus vegetais.

3.2.1 Os afideos dos citros T. citricidus e A. spiraecola

Toxoptera citricidus, conhecido como o "pulgdo preto dos citros” € o vetor
primario do virus causador da doenca “tristeza dos citros” (MENEGHINI, 1946;
COSTA & GRANT, 1951), que praticamente eliminou 10 milhdes de plantas
enxertadas em laranja azeda, atrasando o desenvolvimento da citricultura brasileira em
mais de uma década. Para se ter uma visdo geral do poder devastador desta doenca, na
Argentina entre 1930 e 1940, foram destruidas mais de 10 milhdes de &rvores
enxertadas sobre porta-enxerto de laranja azeda (Citrus aurantii L.); na Espanha, desde
sua chegada em 1957, matou cerca de 6 milhGes de arvores (MORENO et al., 1982).
ROCHA-PENA et al. (1995) descreveram que desde o aparecimento de T. citricidus na
Venezuela, no periodo de 1976 até 1987, morreram 6 milhdes de arvores de citricos. T.

citricidus possui como principais hospedeiros as Rutaceas, principalmente Citrus, por



vezes outras plantas. No Brasil ja foram encontradas colonias de T. citricidus em:
Aglaia odorata, Citrus reticulata, C. sinensis, C. sp., Coffea sp., Evodia hupehensis,
llex paraguariensis, Malus sylvestris, Prunus persica, Pyrus communis, Salix
babylonica, Zanthoxylon rhoifolium, errantes (SOUSA-SILVA & ILHARCO, 1995).

A distribuicdo geografica de T. citricidus inclui o Sudeste da Asia (CARVER,
1978; TAO & TAN, 1961), Espanha e Portugal (SOUSA-SILVA & ILHARCO, 2009) e
outras areas do mediterraneo, Africa ao Sul do Sahara, Australia, Nova Zelandia, 1lhas
do Pacifico, América do Sul, México, Porto Rico, Flérida (HALBERT & BROWN,
1996), Japdo (KOMAZAKI, 1981). No Brasil, encontram-se distribuidos pelo Parj,
Ceara, Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Linhares-ES, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, S&o
Carlos-SP e Rio Grande do Sul (SOUSA-SILVA E ILHARCO, 1995).

Aphis spiraecola é uma espécie polifaga, e como ja relatado, possivelmente
envolvida com a morte subita dos citros. Apresenta como hospedeiros primarios
rosaceas principalmente do género Spiraea, também sendo encontrados em compostas,
pomdideas e rutaceas do género Citrus (HOLMAN, 1974; BLACKMAN & EASTOP,
1984). Seu desenvolvimento é holociclico em regides temperadas e anolociclico nos
tropicos (BLACKMAN & EASTOP, 1984). No Brasil ja foram encontradas coldnias de
A. spiraecola em: Arracacia xanthorrhiza, Baccharis sp., Cordia sp., Coriandrum
sativum, Cydonia oblonga, Gardenia jasminoides, Kalanchoe sp., Ludwigia sp., Malus
silvestris, M. sp., Persea americana, Pittosporum tobira, Psidium sp., Rosa sp.,
Solanum mauritianum, S. tuberosum, Spiraea hypericifolia, Tibouchina granulosa. A
distribuicdo geogréfica de A. spiraecola inclui a América, regido mediterranica, Suica,
Sul da Asia, China, Oriente Médio, Japdo, Filipinas, Indonésia, Nova Guiné, Africa,
Autrélia, Nova Zelandia. No Brasil encontra-se distribuido pelo Cear, Linhares — ES,

Atibaia — SP, Campinas — SP, Campos do Jorddo — SP, Piracicaba — SP, S&o Carlos —
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SP, Tambal — SP, Tremembé — SP, Contenda — PR, Curutiba — PR, Morretes — PR,

Palmas — PR, Santa Maria — RS (SOUSA-SILVA & ILHARCO, 1995).

3.3 Os inimigos naturais dos afideos

Os prejuizos que grandes populagdes de afideos podem provocar nas culturas
levam os agricultores a utilizar produtos fitossanitarios visando a garantir uma melhor
produgdo. O uso de quimicos tornou-se extremamente dificil no controle de afideos
devido a resisténcia destes aos organofosforados, carbamatos e piretroides. Geralmente
estes compostos ndo sdo utilizados da forma mais racional, portanto, as espécies de
afideos, principalmente as de ciclo curto, em pouco tempo manifestam maior resisténcia
a estes produtos, suportando aplicacbes sucessivas (DELORME, 1996), enquanto 0s
seus inimigos naturais sdo eliminados (ILHARCO, 1992). O conhecimento ndo s6 da
praga como também de seus inimigos naturais torna-se essencial para diminuir a
utilizacdo de meios quimicos que podem quebrar equilibrios biolégicos existentes e
imprescindiveis para a limitacdo natural. Uma vez que um bom inimigo natural tenha
sido identificado, ele pode ser utilizado, sem provocar os problemas de resisténcia,
como acontece com o uso de produtos fitossanitarios (BUENO, 2000).

Um aspecto do controle biolégico que ndo pode ser negligenciado é o controle
natural através de inimigos naturais que ocorrem no campo. Estima-se que mais de 90%
de todas as pragas agricolas sejam mantidas sob controle natural (De BACH & ROSEN,
1991). Sem a existéncia dos inimigos naturais as perdas causadas pelas pragas seriam
catastroficas e os custos do controle quimico aumentariam enormemente (PIMENTEL

etal., 1992).
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3.3.1 Predadores

Os principais predadores de afideos repartem-se pelas seguintes ordens de
insetos, enumeradas de acordo com o grau de eficacia dos seus representantes, de
acordo com ILHARCO (1992): Diptera (Syrphidae, Cecidomyiidae, Chamaemyiidae),
Coleoptera (Coccinelidae) e Neuroptera (Chrysopidae e Hemerobiidae). Alguns
Heteroptera (Reduviidae e Anthocoridae), Mecoptera (Panorpa), Hymenoptera
(Pemphredon) e Lepidoptera, também atuam como predadores de afideos.

Os Syrphidae sdo considerados os mais frequentes e simultaneamente 0s mais
ativos predadores de afideos e de outros pequenos insetos (COULSON et al., 1984). Os
adultos alimentam-se do pélen e do néctar das flores, da melada dos afideos e de outras
substancias acucaradas da natureza. Desempenham a funcdo de polinizadores,
especialmente no caso da polinizacdo cruzada. As larvas sdo predadoras de afideos,
podendo devorar centenas de afideos durante o seu desenvolvimento. Pseudodorus
clavatus (Fabricius), Ocyptamus notatus e Salpingogaster conopida (Diptera:
Syrphidae), sdo predadores de afideos encontrados no Brasil em plantagdes de citros
(NASCIMENTO et al., 1988).

Os coccinelideos apresentam grande atividade de busca, ocupando todos os
ambientes de suas presas (STATHAS, 2000; ISIKBER & COPLAND, 2002;
HOBALLAH et al., 2004; SILVA et al., 2009; OMKAR & SINGH, 2006; OZGOHCE
et al.,, 2006). Nenhuma espécie de Coleoptera é exclusivamente afidéfaga, mas a
maioria dos coccinelideos alimenta-se de afideos. Os coccinelideos sdo predadores tanto
na fase de larva como na adulta, tendo grande importancia na limitagcdo das populagdes

de afideos (ILHARCO, op citi.). As espécies Cycloneda sanguinea (Linnaeus, 1763),
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Pentilia egenea e Scymnus spp., sdo predadores de pulgdes, encontrados em plantacdes
de citros no Brasil (NASCIMENTO et al., op cit.).

Os crisopideos (Neuroptera: Chrysopidae) atuam fundamentalmente no estagio
de larva, alimentando-se, os adultos, de pdlen e de substancias agucaradas, como a
melada dos afideos. Espécies como Chrysoperla externa (Hagen) sdo essencialmente
predadoras tanto no estagio de larva como no de imago. Destaca-se como uma espécie
promissora em controle biol6gico pela sua ocorréncia em diversos habitats onde,
geralmente, um elevado nimero de espécimes pode ser encontrado. As larvas de
Chrysoperla consomem cerca de 500 afideos durante o seu desenvolvimento e o adulto
aproximadamente 1000 afideos em 15 dias (STELZL & DEVETAK, 1999).

Os hemerobiideos (Neuroptera: Hemerobiidae) sdo predadores tanto no estagio
de larva como no de imago, mas, nem por isso sdo mais eficazes do que os crisopideos.
No Brasil, trabalhos sobre a espécie Nusalala uruguaya (Navas) foram realizados por
SOUSA et al. (1989; 1990) e SOUSA & CIOCIOLA (1994; 1995).

Diversos autores registraram 0s principais inimigos naturais de T. citricidus,
como coccinelideos, sirfideos e crisopideos (SYMES, 1924; KATO, 1968,1969;
CATLING, 1970; SCHMITT & SMITH, 1974; GONCALVES & GONCALVES, 1976;
BARTOSZECK, 1976, 1980;, KOMAZAKI, 1981; CHAGAS et al, 1982,
NASCIMENTO et al., 1982; ABATE, 1988; MICHAUD, 1998, 2000, 2001;
MICHAUD & BELLIURE, 2001; SOUZA & CARVALHO, 2002; PARRA et al.,
2003; GUERREIRO et al., 2005; RODRIGUES et al., 2008).

Trabalhos sobre a voracidade e o desenvolvimento de predatores tém sido
avaliados, principalmente. em estudos laboratoriais (MAELZER, 1978), mas para serem
Uteis tais estudos necessitam também de extensas interpretacdes de observacGes de

campo (FRAZER & GILBERT, 1976; CARROLL & HOYT, 1984; MICHAUD, 2000,
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2001; MICHAUD & BELLIURE, 2001; SOUZA & CARVALHO, 2002; PARRA et
al., 2003; GUERREIRO et al., 2005; RODRIGUES et al., 2008). Os estudos de
laboratdrio muitas vezes ignoram ou necessariamente eliminam muitos fatores de
importancia para a eficadcia do controle biolégico no campo, principalmente para
determinar a eficiéncia de predagdo, como a abundancia do predador, as taxas de
predacdo, o sucesso do desenvolvimento no campo e predagdo intra-guilda, dentre

outros.

3.4 Serologia

A serologia tem se mostrado viavel para a determinacdo das relagcdes alimentares
entre presa e predador por se tratar de uma técnica altamente sensivel e especifica.

As primeiras técnicas seroldgicas eram baseadas na precipitacao direta (teste de
precipitina) dos antigenos por mistura com os anticorpos especificos. Essa precipitacéo
era de inicio, feita em tubos, o que obrigava a dispor de grandes quantidades de
anticorpos e de antigenos. Posteriormente, verificou-se que a precipitacdo podia ser feita
por mistura de gotas em Iaminas de vidro, sendo os flocos tipicos da reagdo facilmente
observados ao microscopio de luz, em fundo escuro (SEQUEIRA, 1992). LEONE
(1947) usando macerados de insetos inteiros utilizou testes de precipitina, atraves de
dois métodos: método de titulacdo, usando a técnica do anel e medicGes eletroforéticas
da turbidez das reagfes. Com este trabalho LEONE (op. cit.) relacionou a intensidade
das reacBes de precipitina com a posicdo sisteméatica das espécies comparadas. A
validade do uso de macerados de organismos inteiros, como base para a classificacdo
sistematica foi discutida pelo autor. WEST (1950) ressalta a importancia do teste de

precipitina, na determinacdo das relacdes entre presa e predador. FOX et al. (1956)
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através dos testes de precipitina, identificaram a predacéo de elaterideos, em campo, por
especies de carabideos e de staphylinideos.

OUCHTERLONY (1948) introduziu uma técnica de grande interesse no
diagnostico e que ainda hoje é muito utilizada. Trata-se da dupla difusdo em agar, onde
antigenos e anticorpos difundem-se no gel de &gar e, quando se encontram em
propor¢des Gtimas para reagir, formam-se linhas de precipitacdo, constituidas pelos
complexos antigeno-anticorpo. Essas linhas atuam como barreira imunoespecifica
permitindo apenas a difusdo de antigenos e anticorpos ndo relacionados. Se varios
antigenos reagirem com soro contendo anticorpos especificos para um deles, a formacéao
de uma linha continua de precipitacdo traduz identidade serolégica entre os antigenos
enquanto que, se formar um espordo ou porcdo que se destaca da linha principal de
precipitacdo, ha relacdo seroldgica, mas ndo identidade (SEQUEIRA, op. cit.).

Diversos autores utilizaram a serologia para a determinacdo de predadores de
uma determinada presa. DEMPSTER (1960) estudou os predadores do besouro
Phytodecta olivacea Foster (Coleoptera: Chrysomelidae). DEMPSTER (1963)
determinou as presas naturais, como o afideo Acyrthosiphon spartii Koch, 1855
(Hemiptera: Aphididae), de trés espécies de Anthocoris (Heteroptera: Anthocoridae) que
vivem em Sarothamnus scoparius L. (Fabales: Fabaceae). ROTHSCHILD (1966) fez
uma tentativa para relacionar a mortalidade de ninfas e adultos de Conomelus anceps
Germar (Hemiptera: Delphacidae) com o parasitismo e a predagéo.

TITOVA (1970) estudou as interrelacbes entre Eurygaster integriceps Put
(Hemiptera: Scutelleridae) e outros artropodes. SUTTON (1970) utilizou o teste de
precipitina (Ouchterlony) para determinar os predadores de Philoscia muscorum
(Scopoli, 1763) (Crustacea: Oniscoidea: Philosciidae). PETTERSSON (1972) utilizou

técnicas seroldgicas para estudos quantitativos da eficiéncia dos predadores de
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Rhopalosiphum padi (Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Aphididae). ASHBY (1974)
realizou um estudo dos artrépodes predadores de Pieris rapae (L.) (Lepidoptera:
Pieridae) utilizando técnicas serologicas e de excluséo.

VICKERMAN & SUNDERLAND (1975) atraves da serologia determinaram o0s
principais predadores de afideos em culturas de cereais. MURRAY & SOLOMON
(1978) utilizaram a eletroforese para determinar as relagbes alimentares entre
invertebrados predadores, obtiveram vestigios de Panonychus ulmi (Koch) (Acarina:
Tetranychidae) no intestino de &caros predadores Typhlodromus pyri Sheuten (Acarina:
Phytoseiidae) e de Rhopalosiphum insertum (Walker) (Hemiptera: Aphididae) presentes
em anthocorideos predadores. BOREHAN & OHIAGU (1978) fizeram uma reviséo e
avaliacdo das pesquisas que utilizaram técnicas seroldgicas para determinacdo das
relacdes entre presa-predador e taxas de predacdo em insetos de importancia econdmica.
OHIAGU & BOREHAN (1978) utilizaram a serologia para determinar as relagoes
presa-predator em insetos, e como resultados determinaram o tempo de detec¢do de
Acyrtosiphon pisum (Hemiptera: Aphidoidea) presentes no estdmago do coccinelideo
Coccinella septempunctata (Coleoptera: Coccinelidae). Discorrem sobre os detalhes da
simplicidade e eficicia do testes seroldgicos de precipitina na avaliacdo das relacoes
presa-predator, chamando a atencdo para a possibilidade da estabilidade dos reagentes,
antissoro e antigeno por até trés semanas se mantidos a 4°C. Ressaltam, ainda as
qualidades de especificidade e senssibilidade do teste, e a simplicidade dos
equipamentos necessarios, além da rapidez na obtencdo dos resultados, em torno de 2 —
3 minutos.

SOUSA-SILVA (1980) utilizou a serologia para estudar os predadores da broca
da cana-de-aclcar Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae). SUNDERLAND &

SUTTON (1980) realizaram um estudo serolégico para determinar oa artropodes
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predadores de Philoscia muscorum (Scopoli, 1763) (Philosciidae) e Armadillidium
vulgare (Latreille, 1804) (Isopoda: Armadillididae) em ecossistema de dunas.
SERVICE & ELOUARD (1980) realizaram a identificacdo serologica dos predadores
do complexo Simulium damnosum Theobald (Diptera: Simuliidae) na Costa do Marfim,
determinando os predadores naturais de larvas e pupas de S. damnosum. ONYEKA
(1983) realizou estudos sobre os predadores naturais de Culex pipiens L. e C. torrentium
Martini (Diptera: Culicidae) na Inglaterra, presentes em recipientes artificiais e lagoas
usando técnicas soroldgicas.

HANCE & GREGOIRE-WIBO (1983) estudaram o regime alimentar de
carabideos (Coleoptera: Carabidae) através da serologia tendo como presas Megoura
viciae e Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae). CALVER (1984) realizou uma revisao
dos métodos imunoldgicos para a determinacdo das dietas alimentares para a
identificacdo de animais e plantas ingeridos por vertebrados e invertebrados. FELLER
(1984) utilizou métodos soroldgicos através de anticorpos taxon-especificos para
identificar as conexdes troficas na teia alimentar da meiofauna de invertebrados
bentdnicos na Carolina do Sul (EUA). TURNER (1984) utilizou a serologia para
determinar a relacdo da dindmica das populacfes de herbivoros de epifitas arboreas e
seus potenciais predadores. LEATHWICK & WINTERBOURN (1984) utilizaram o
teste de precipitina (Ouchterlony) para determinar os predadores de Acyrthosiphon sp.
(Hemiptera: Aphididae) na cultura de alfafa (Medicago sativa L., Fabaceae). GOOD &
GILLER (1988) através de analises eletroforéticas estudaram as relagBes alimentares
entre Staphylinidae (Coleoptera) predadores e o afideo Metopolophium dirhodum
(Walker) (Hemiptera: Aphididae).

HAGLEY & ALLEN (1989; 1990) atraves de imunoeletroforese estudaram a

predacdo de Aphis pomi DeGeer (Hemiptera: Aphididae) por aranhas da espécie
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Dictyna annulipes (Araneae: Dictynidae) em folhagem de macieira; e pelos predadores
polifagos: carabideos, crisopideos, coccinelideos, forficulideos, formicideos, mirideos e
reduviideos. EL BANHAWY et al. (1993) estudaram através de eletroforese as relagdes
alimentares entre Sitobium avenae (Fabricius) (Hemiptera: Aphididae) e os predadores
das familias Anystidae e Mesostigma (Acari) em culturas de cereais. COREY et al.
(1998) analisaram o0s habitos alimentares de Orius insidiosus (Hemiptera:
Anthocoridae) em cultura de milho encontrando como presas Rhopalosiphum maidis
Fitch, 1856 (Hemiptera: Aphididae). BORAEI et al. (2005) utilizaram a serologia como
método complementar na andlise das relacGes alimentares entre insetos praga e 0s
artrépodes predadores em agroecossistemas no Egito.

No Brasil estudos sobre a utilizagdo de ovos de Deois flavopicta Stal
(Homoptera Cercopidae) no preparo de antissoros especificos e a determinacdo de
predadores de D. flavopicta foram realizados por SOUSA-SILVA et al. (1988, 1990).
SERRAO et al. (1997) e CASSARO-SILVA et al. (2001) utilizaram a serologia para a
identificacdo de predadores de Orphulella punctata (de Geer) (Orthoptera: Acrididae).
COSTA et al. (2009) utilizaram a serologia para identificacdo de Ascia monuste orseis
(Latreille, 1819) (Lepidoptera: Pieridae) visando & determinagdo de seus principais
predadores. SANTOS-NETO et al. (2010) obtiveram antissoro especifico capaz de
indicar os principais predadores de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae).

Além da serologia outras duas tecnicas vem sendo utilizadas por diversos
autores, para os estudos de relaces troficas, como por exemplo os testes ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), (LOVEI et al., 1985; KAPUGE et al., 1987;
SOPP & SUNDERLAND, 1989; SOPP et al.,1992; GREENSTONE & HUNT, 1993;

SYMONDSON & LIDDELL, 1993; HAGLER & NARANJO, 1997; HAGLER et al.,
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1997; NARANJO & HAGLER, 2001; HARWOOD et al., 2001; CALDER et al., 2005;
HAGLER, 2006; MORRIS & CAMPQOS, 2006; UNRUH et al., 2008; SANTOS et al.,
2009); e os testes moleculares — PCR (Polymerase Chain Reaction) (WALKER, 1998;
CHEN et al., 2000; SYMONDSON, 2002; GREENSTONE & SHUFFRAN, 2003;
SHEPPARD et al., 2004; SHEPPARD & HARWOOD, 2005; HARPER et al., 2005;
HAGLER, 2006). Embora as técnicas como PCR estejam se tornando comuns, o teste
seroldgico € o método mais acessivel para a deteccdo de predadores em estudos de

campo (BOUCHARD et al., 2003 apud SANTOS-NETO et al., 2010).



19

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Caracteristicas climaticas da regido de Séo Carlos, SP.

O municipio de S&o Carlos, SP localiza-se na regido central do estado, entre as
coordenadas 22° 01’S e 47° 53’W. A topografia da regido é pouco ondulada e a altitude
média é de 845 m. O clima é tropical de altitude com inverno seco, com temperatura
media anual de 22°C, sendo a média das maximas de 35°C e a média das minimas de
10°C. Destaca-se 0 més de julho como o mais frio, com temperatura média de 16,3°C, e
o de fevereiro como o mais quente, com temperatura média de 23°C. A precipitacéo
pluvial anual €, em média, de 1502 mm, sendo agosto 0 més mais seco, com 32 mm e 0
de dezembro, o mais chuvoso, atingindo 262 mm. O periodo seco, de maneira geral,
inicia-se em abril, estendendo-se até setembro, e 0 periodo chuvoso, de outubro a marco

(BRASIL, 1987).

4.2 Localizacdo da area de estudo

O trabalho experimental foi desenvolvido no Laboratério de Entomologia do
Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva da Universidade Federal de S&o Carlos,
Séo Carlos — SP. O trabalho de campo foi realizado na Propriedade Agricola Terra Roxa
no municipio de Sdo Carlos, SP. A propriedade possui 56 ha., e tem como principal
atividade o cultivo de citrus (Citrus sinensis (L.) Osbeck), variedade “Valencia” (Figura
1). A érea de plantio é formada por 9 talhdes, cada um com 6 ha. Selecionou-se um

talhdo com plantas de nove anos e, em média, com 2,05 m de altura; localizado no
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ponto de coleta: 21° 47° 144” S e 47° 55 426” W e 710 m de altitude (Figura 2).

4.3 Coleta de predadores

As coletas dos predadores foram realizadas entre dezembro de 2007 a maio
2009, no periodo de 9:00 h até 14:00 h analisando-se, mensalmente, 40 plantas de
citros de forma aleatoria.

Os predadores foram coletados diretamente nas coldnias de afideos presentes nas
plantas de citros e infestantes do campo de cultura. Predadores adultos, larvas e, ou
ninfas foram levadas ao laboratorio, para serem testados por dupla difusdo contra o
antissoro para os afideos. Exemplares em duplicata dos predadores adultos testados
serologicamente foram montados em alfinete entomoldgico e as larvas ou ninfas fixadas

em alcool 75%, e enviados aos especialistas para identificacao.

4.4 Antigenos Imunizantes

Amostras dos afideos T. citricidus e A. spiraecola coletadas diretamente sobre as
plantas de citros foram armazenadas em frascos e levadas ao laboratério. Apés triagem
sob microscopio estereoscopico, ninfas e adultos de cada espécie foram macerados em
solucgéo salina (0,75%) e centrifugados a 6000rpm durante 5 min. Os sobrenadantes,
emulsionados com Adjuvante Freund completo (v/v) foram utilizados como antigenos

na imunizacao de coelhos para a obtencdo de antissoros especificos (Figura 3).

4.5 Obtencéo do antissoro para T. citricidus (ASTc)
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Ninfas e adultos de T. citricidus foram macerados em solucéo salina (0,75%),
centrifugados a 6000rpm durante 5 min. Os sobrenadantes, emulsionados com
Adjuvante Freund completo (v/v) foram utilizados como antigenos imunizantes (AgTc).

Imunizou-se um coelho macho pesando 2,5 Kg com trés inoculagdes de 2,0 ml
do antigeno AgTc. Observou-se um intervalo de quinze dias entre a primeira e a
segunda inoculacéo, e vinte e seis dias entre a segunda e a terceira. Antes de qualquer
inoculacdo recolheu-se uma amostra de sangue do coelho para ser utilizada como
controle (C) das reacdes seroldgicas. Para obtencdo do antissoro (Tabela 1), recolhia-se
10 ml de sangue do animal em um frasco de vidro, através de pequenas incisdes na veia
marginal da sua orelha. O frasco era deixado em repouso por 2 horas, a temperatura
ambiente, aproximadamente 23°C e, posteriormente, em geladeira (10°C) por 24 horas.
O coagulo formado era descartado e o antissoro, recolhido e armazenado em freezer a -

2°C para uso posterior nos testes serolégicos homologos e heterdlogos.

4.6 Obtencédo do antissoro para A. spiraecola (ASAS)

Ninfas e adultos de A. spiraecola foram macerados em solucgéo salina (0,75%) e
centrifugados a 6000rpm durante 5 min. Os sobrenadantes, emulsionados com
Adjuvante Freund completo (v/v), foram utilizados como antigenos imunizantes
(AgAS).

Imunizou-se um coelho macho pesando 2,5 Kg, com uma dose de 3,0 ml do
antigeno AgAs, na regido do linfonédulo (Oliveira, 1975). Antes da primeira
inoculacdo, recolheu-se uma amostra de sangue do coelho para ser utilizada como
controle (C) nas reacOes seroldgicas. Apos a inoculacdo realizou-se uma sangria

semanal no animal, durante trés semanas (Tabela Il). As sangrias foram realizadas
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através de cortes longitudinais na veia marginal da orelha do animal, recolhendo-se, em
média, 10ml de sangue em um frasco de vidro. O sangue foi mantido em repouso por 2
horas em temperatura ambiente (23° C), posteriormente, em geladeira (4 °C) por 24
horas. O coagulo formado no frasco foi descartado, e o antissoro armazenado em freezer

a -2° C, para uso posterior nos testes seroldgicos.

4.7 Testes serologicos

Utilizou-se a técnica de dupla difusdo em agar a 1% (Ouchterlony, 1958) em
tampédo PBS 0,01 M, pH 7,0 (Hofling 1975) sobre laminas para microscopia (3,0 ml de
solucdo de agar por lamina de 75x25 mm). Nesse teste quando antigeno e anticorpo se
encontram em concentragcbes equivalentes interagem e se precipitam formando
imunocomplexos estaveis que podem ser visualizados como linhas de precipitacdo. As
laminas com os resultados positivos foram submersas por 1 h em agua destilada e,
posteriormente, coberta com papel de sulfite molhado deixando secar por 24 h a 25° C.
Apos foi fixada e corada por 5 min em amido-black 0,6% dissolvido em metanol 45%,
10% 4&cido acético, 45% de &gua destilada. O excesso de corante foi removido por
quatro lavagens de 15 min em &cido acético.

Os testes homologos foram realizados com o ASTc e extratos salinos obtidos
pela maceragdo conjunta de formas jovens e adultas de T. citricidus e com o ASAs e
extratos salinos obtidos pela maceracdo conjunta de formas jovens e adultas de A.
spiraecola.

Os testes heterdlogos foram inicialmente realizados com cada um dos antissoros
e os diferentes afideos dos citros para verificagdo de possiveis reacfes cruzadas.

Posteriormente, com cada antissoro e os diferentes predadores jovens ou adultos
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capturados em plantas de citros na propriedade estudada. Dos predadores adultos foram
utilizados os abdémens para a realizacdo dos testes seroldgicos, as ninfas e/ou larvas de
predadores foram maceradas e utilizadas integralmente.

No Laboratorio 40 exemplares de Cycloneda sanguinea (Linnaeus, 1763) foram
mantidos em jejum por 24h. Posteriormente, esses coccinelideos foram alimentados
com 1 a 5 exemplares adultos de T. citricidus, e testados contra o antissoro ASTc, em
duas etapas, 20 exemplares por etapa, 24h e 48h ap6s a alimentacdo, respectivamente.

Predadores coletados no campo e armazenados em freezer a —2°C por um
periodo de até 3 meses também foram testados serologicamente, para se observar a
influéncia do periodo de congelamento dos antigenos nos resultados dos testes.

O titulo de cada um dos antissoros ASTc e ASAs foi determinado através de
suas fracOes diluidas em solucdo de NACL a 0,85% numa progressdo geométrica de

razdo 2, em reagdes com os respectivos antigenos homélogos AGTc e AGAs.

4.8 Analises estatisticas

A eficiéncia de predacdo em cada amostragem mensal foi obtida a partir da
razdo entre o nimero de individuos de cada espécie de predador que apresentaram
resultados seroldgicos positivos, sobre o numero total de individuos. Para evitar uma
subestimativa da eficiéncia de predacdo de espécies menos freqlientes, a eficiéncia foi
estimada apenas a partir das amostragens em que cada um dos predadores estava
presente.

Os valores de porcentagem de predacdo foram testados quanto a normalidade
por meio do teste de Shapiro-Wilk. Em caso positivo, os valores para os principais

predadores, para as duas espécies de afideos, foram comparados por meio do teste do
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ANOVA, e em caso negativo foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis. Da mesma forma,
para avaliacdo da preferéncia alimentar das principais espécies de predadores, em
relacdo aos afideos A. spiraecola e T. citricidus, foi utilizado o teste t ou o teste de

Mann-Whitney. Em todos os testes foi considerado um nivel de significancia de 5%
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5. RESULTADOS

5.1 Reac0es serologicas com o0 ASTc

As reagGes homologas foram positivas j& a partir do sétimo dia ap06s a primeira

inoculacdo do antigeno no coelho (Tabela Il e Figura 4).

A titulacdo maxima dos antissoros foi de 1/32 (Figura 5).

ReacOes cruzadas foram observadas entre o ASTc e ninfas e adultos de A.
spiraecola (Figura 6A). A partir desse resultado esse antissoro foi purificado através da
adicdo de macerado de ninfas e adultos de A. spiraecola, na proporcao de duas partes do

antissoro para uma parte do macerado (Figura 6B).

As reacfes homologas realizadas com os exemplares de T. citricidus, em
diferentes estagios de desenvolvimento resultaram em duas linhas de precipitacdo com
adultos alados, trés linhas com adultos apteros, duas linhas com ninfas de alados e uma

linha com ninfas de &pteros (Figura 7).

Os resultados dos testes seroldgicos realizados entre 0 ASTc e exemplares de C.
sanguinea alimentados em laboratério com adultos apteros de T. citricidus foram
diferentes para os intervalos de tempo apo6s a alimentacdo do predador e para as
quantidades de afideos predados. Observou-se um méximo de 2 linhas de precipitagdo
nos testes realizados até 24 h ap6s a alimentagdo com predadores que consumiram
apenas um afideo. Nos testes com predadores que se alimentaram de 2 afideos foram
observadas um méaximo de 2 linhas de precipitacdo; predadores alimentados com 3
afideos mostraram apenas uma linha de precipitacdo nos testes serologicos (Tabela V).

Nas reacgdes serologicas realizadas 48 h ap6s a alimentacdo do predador nenhuma linha
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de precipitacdo foi observada apds o consumo de 1 afideo; predadores alimentados com
2 afideos mostraram apenas 1 linha de precipitacdo e predadores alimentados com 3

afideos ndo mostraram linhas de precipitacdo (Tabela V).

Reac0es seroldgicas positivas também foram observadas com os macerados de
exemplares de C. sanguinea (28 exemplares coletados em campo, seis reagiram
positivamente ao ASTc e ao ASAs) e H. axyridis (um exemplar coletado reagiu
positivamente ao ASTc e ao ASAS), referentes as coletas de agosto de 2008 e

armazenados a -2°C durante 3 meses.

Foram capturados no campo, junto as colbnias de afideos e testados em
laboratorio, 404 exemplares de artrépodes dentre coccinelideos (Coleoptera:
Coccinellidae), crisopideos (Neuroptera: Chrysopidae), sirfideos (Diptera: Syrphidae),
heteropteros (Heteroptera: Reduviidae) e aracnideos (Araneae: Salticidae). A maioria,
dos predadores capturados e testados, 91%, foi representada pelos coccinelideos (Tabela

V).

As reacdes seroldgicas desses predadores com o ASTc foram positivas com 0s
coccinelideos Azya luteipes (Mulsant), Cycloneda conjugata (Mulsant 1850), C.
sanguinea, Harmonia axyridis (Pallas), H. convergens, Olla v-nigrum (Germ. 1824) e
Scymnus sp.; larvas de Chrysoperla externa (Hagen, 1861); larvas de Pseudodorus
clavatus (Fabricius, 1794); ninfas de reduviideos e exemplares de salticideos. Dentre
esses C. sanguinea foi a mais frequente, com 316 exemplares e 25% dos resultados
positivos. Para H. convergens e H. axyridis foram capturados 24 e 19 exemplares,
observando-se 37,5% e 36,8% de reacGes positivas, respectivamente (Tabela VII e
Figura 8). Foram capturados trés exemplares de Azya luteipes, dois de C. conjugata e

um de Olla v-nigrum e Scymmus sp., apresentando, respectivamente, 66.7%, 100%,
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100% e 100% de reacdes positivas. Foram coletadas e testadas 11 larvas de Chrysoperla
externa (Hagen, 1861), oito reagiram positivamente ao ASTc. Dos 11 exemplares de
reduvideos dois mostraram reacdes seroldgicas positivas. Foram coletadas sete larvas de
P. clavatus, dessas, trés reagiram positivamente ao ASTc. Dentre os nove salticideos

capturados e testados, dois reagiram positivamente.

Apesar de C. sanguinea ter sido o predador mais abundante, e com maior
namero de resultados serologicos positivos, quando se comparou sua eficiéncia de
predacdo com H. convergens e H. axyridis ndo se observou diferenca significativa entre

elas (Kruskall-Wallis: H=0,440; p=0,803).

5.2 Reag0es Seroldgicas com o ASAs

Reaces positivas foram observadas nos testes serolégicos homologos a partir do
sétimo dia apds a primeira inoculacdo do antigeno no coelho permitindo observar duas

linhas de precipitacdo (Tabela VIII e Figura 9).

A titulagdo méaxima dos antissoros foi de 1/32 (Figura 10).

Né&o foram observadas reagdes cruzadas com os afideos A. gossypii, T. aurantii e T.

citricidus.

As reacOes serologicas de predadores com o ASAs foram positivas para 0s
coccinelideos A. luteipes (Mulsant), C. sanguinea, H. axyridis (Pallas), H. convergens e

Scymnus sp.; larvas de C. externa; larvas de P. clavatus; um reduviideo e um salticideo.
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Setenta e cinco exemplares de C. sanguinea reagiram positivamente com o ASAS;
em menores numeros H. convergens, e H axyridis, com 6 e 10 exemplares,
respectivamente (Tabela VIII e Figura 11). Dos trés exemplares de A. luteipes
coletados, dois, foram positivos nos testes serologicos. O Unico exemplar de Scymmus
sp. coletado apresentou reagdo positiva com o ASAs. Dentre as larvas de crisopideos
apenas um exemplar de C. externa reagiu positivamente. Para as larvas de sirfideos
coletadas, duas de P. clavatus reagiram positivamente. Dos 11 reduviideos, apenas um
reagiu positivamente ao ASAs. Dentre os salticideos capturados, apenas um exemplar

reagiu positivamente.

Apesar de C. sanguinea ter sido o predador mais abundante, e com maior nimero
de resultados seroldgicos positivos, quando se comparou sua eficiéncia de predacdo com
H. convergens e H. axyridis ndo se observou diferenca significativa entre elas (Kruskall-

Wallis: H= 0,520; p= 0,773).

Os predadores C. sanquinea (Mann-Whitney U=113, p=0,584), H. convergens (U=
42, p=0,522) e H. axyridis (U=57, p=0,828) ndo apresentaram diferencas estatisticas

significativas na preferéncia pelo A. spiraecola ou T. citricidus (Figura 12).
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6. DISCUSSAO

Os resultados positivos observados nas reacfes serologicas homologas, a partir
do sétimo dia apOs a primeira inoculacdo do antigeno no coelho, demonstram a
eficiéncia do processo de imunizacéo atraves de inoculacdes via linfonddulo. A rapidez
no tempo de respostas positivas para reacdes serolégicas também foram observadas por
OLIVEIRA (1975); HOFLING (1975); SOUSA-SILVA (1980, 1985, 1988);
CASSARO-SILVA (2001) e COSTA et al. (2009) quando utilizaram inoculagdes via
linfonddulo para obtencdo de antissoros especificos. MOLLET & AMBRUST (1977)
empregando injegGes intramusculares e endovenosas para a imunizagéo de coelhos, com
antigeno de Hypera postica (Coleoptera: Curculionidae) s6 observaram resultados
positivos apos 40 dias da primeira inoculagéo.

Os titulos maximos dos antissoros para T. citricidus (ASTc) e A. spiraecola
(ASAs) foram, ambos , 1/32, ou seja, particulas dos afideos predados puderam, ainda,
ser detectadas no interior do predador, mesmo diluidas 32 vezes, permitindo com as
condicBGes de especificidade e sensibilidade necessarias, determinar predadores dos
afideos T. citricidus e A. spiraecola, analisar preferéncias alimentares dos predadores
em relacdo a esses afideos e estudos de eficiéncia de predacao.

O valor do titulo dos antissoros pode variar de acordo com o poder antigénico da
proteina injetada no coelho e, também, com o ndmero de inocula¢fes que s&o
realizadas. Entretanto, antissoros com altos titulos podem levar ao aparecimento de
reacOes cruzadas, como enfatiza DEMPSTER (1960). TITOVA (1970) obteve um
antissoro contra Eurigaster integriceps Put (Heteroptera: Scutelleridae) com um titulo
de 1:10.000 apds repetidas injecbes do antigeno em coelho. Entretanto, como observado

pela prépria autora, o elevado titulo acarretou perda da especificidade do antissoro.
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Outros autores realizaram estudos de relacGes alimentares utilizando antissoros
com titulos menores. SANTOS-NETO et al. (2010) obtiveram um antissoro para S.
frugiperda com titulo de 1/8, tendo sido suficiente para reconhecer predadores da
lagarta. SOUSA-SILVA (1980) utilizou um antissoro para lagartas do 5° estadio de
Diatraea saccharalis Fabricius, 1974 (Lepidoptera: Pyralidae), com titulo méximo de
1/32, para determinar predadores da mariposa. O mesmo autor, em 1985, obteve
antissoros especificos para trés diferentes estagios de desenvolvimento de ovos de D.
flavopicta; recém ovipositados, com presenca de opérculo e em diapausa, com titulos de
1/32, 1/4 e 1/32, respectivamente, para estudar as relagcdes alimentares deste inseto e
seus predadores.

Em relacdo aos resultados observados nos testes serolégicos comparando-se 0s
estagios fisioldgicos de T. citricidus, as variagdes observadas no nimero de linhas de
precipitacdo podem estar relacionadas as diferengas qualitativas e quantitativas das
composicOes protéicas presentes em cada uma das formas aladas ou apteras; jovens ou
adultas, uma vez que o processo de metamorfose dos insetos é acompanhado por
alteragdes na sua morfologia e fisiologia. SOUSA-SILVA (1985) observa que
diferencas no nimero de linhas de precipitacdo nas reacdes seroldgicas refletem o
conjunto de proteinas inerentes a fase de desenvolvimento do inseto que foi utilizado
como antigeno e mostram a importancia de ser considerada no preparo de antissoros
especificos, porém para os estudos aqui realizados é importante que se tenha maior
espectro de antigenos imunizantes. Da mesma maneira, LEVENBOOK (1985) observa
que os estagios fisioldgicos dos insetos sdo refletidos pelas proteinas presentes em sua
hemolinfa, como lipoforinas, arilforinas e hexamerinas. SOUSA-SILVA et al. (1988)
observaram respostas diferentes no nimero de linhas de precipitagdo em reacdes

seroldgicas realizadas com antigenos para ovos, ninfas e adultos de D. flavopicta e o



31

antissoro homologo. COSTA et al. (2009) encontraram diferencas no nimero de linhas
de precipitacdo nas reacOes serologicas homdlogas realizadas entre o antissoro obtido
para Ascia monustes (Lepidoptera: Pieridae) e os macerados dos diferentes estagios do
inseto. Lagartas do quarto e quinto estadios, pupas e adultos apresentaram maior
namero de linhas de precipitacdo do que lagartas do primeiro, segundo e terceiro
estadios, possivelmente pelas diferencas de componentes antigénicos nos diversos
estadios, capazes de reagir ao antissoro. KRAMER et al. (1980) observam que durante
os Ultimos estadios juvenis, quando o consumo de alimentos é méaximo, uma classe de
proteinas, denominadas proteinas de armazenamento, acumula-se na hemolinfa do
inseto. CHAN et al. (2006) realizaram um estudo protedmico quantitativo e qualitativo
da hemolinfa de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) e encontraram diferencas
significativas na sua composicao protéica, especialmente para larva, operéaria, zangao e
rainha.

Os resultados positivos observados nos testes seroldgicos entre C. sanguinea e 0
antissoro ASTc mostram um numero variavel de linhas de precipitacdo relacionado com
0 tempo decorrido ap6s a alimentacdo do predador, nimero de presas consumidas, e
com o proéprio titulo do antissoro. DEMPSTER (1960) obteve reacdes especificas em
testes de precipitina até 24 h ap6s a alimentacdo de mirideos (Heteroptera: Miridae) e
antocorideos (Heteroptera: Anthocoridae) com um adulto de P. olivacea, enquanto
forficula (Dermaptera: Forficulidae) reagiu até 30 h apds ter comido um ovo do inseto e,
até 5 dias, apos ter comido uma larva do Gltimo instar de P. olivacea. TITOVA (1970)
obteve reacOes especificas pelo método de dupla difusdo em agar, até trés dias, apds ter
alimentado aranhas com uma Unica ninfa do 5°. instar de E. integriceps. Algumas vezes
0s processos metabdlicos ocorrem com muita rapidez, prejudicando a determinacédo

dessas relagGes alimentares. MOLLET & ARMBRUST (1977) obtiveram um antissoro
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contra H. postica inadequado para os estudos de predacdo especifica devido a rapida
degradacdo do antigeno pelo predador. OHIAGU & BOREHAM (1978), a partir de
teste seroldgico de aglutinacdo, detectaram a presenca de Acyrthosiphon pisum (Harris,
1776) (Hemiptera: Aphididae) em macerados do conteddo estomacal de Coccinella
septempunctata (Linnaeus, 1758) em 50% dos predadores testados até 24 h apos a
ingestdo do afideo e, em 25% dos testes até 48 h apds. SOUSA-SILVA (1980) a partir
de um antissoro especifico para D. saccharalis observou respostas positivas nos testes
seroldgicos até 24 h apds a alimentacdo de aranhas com uma Unica lagarta do 5° estadio
da lagarta. McIVER (1981) estudando os habitos alimentares da aranha Pardosa
sternalis (Thorell, 1877) (Araneae: Lycosidae) observou que as respostas dos testes
seroldgicos foram significativamente influenciadas pela quantidade da presa consumida,
pelo tempo decorrido da alimentacéo, e pela temperatura na qual a aranha era mantida
apos ter se alimentado. O tempo maximo de detec¢do do antigeno na aranha alimentada
com varias presas foi de 200 h. ONYEKA (1983) utilizando a serologia para determinar
os principais predadores de Culex pipiens L. e Culex torrentium Martini (Diptera:
Culicidae) observaram reacdes positivas nos testes serolégicos com o predador Ischnura
elegans (van der Linden) (Odonata: Coenagrionidae) até 24 h ap6s terem sido ingeridos.
LEATHWICK & WINTERBOURN (1984) através da serologia determinaram o0s
principais artrépodes predadores de Acyrthosiphon kondoi Shinji e Acyrthosiphon pisum
Harris (Hemiptera: Aphididae) em cultura de alfafa, Medicago sativa L. (Fabaceae). As
reagBes foram positivas até 6 h apds as coletas; observaram rea¢Ges muito fracas ou
ausentes ap06s 12 h, sendo este periodo o tempo maximo para a detec¢do da presa no
predador. Além do tempo apds a alimentagao, outra variavel importante que influencia o
tempo para a determinacdo de predadores é a velocidade com que o predador

metaboliza a presa, ap6s passar por um periodo de jejum. LOVEI et al. (1985)
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realizaram estudos correlacionando taxa de digestdo e jejum em larvas de Poecilus
cupreus L. (Coleoptera: Carabidae) e observaram que o consumo de presas aumentou
exponencialmente ap6s um periodo de 7 dias de jejum do predador e que a taxa de
declinio do material imunoreativo parece ser logaritmica. SOUSA-SILVA et al. (1990)
utilizando a serologia para determinacdo de predadores de D. saccharalis realizaram
testes de laboratorio com aranhas e percevejos alimentados com lagartas do inseto, e
observaram reacGes positivas com percevejos até 96 h ap6s a alimentagdo e com
aranhas, no maximo ap6s 24 h. Diferentemente do resultado observado por SOUSA-
SILVA et al. (op. cit.) ANDERSON (1970) apud GREENSTONE & HUNT (1993),
observam que nas aranhas, o jejum diminui sua taxa metabdlica, digerindo suas presas
mais lentamente do que muitos outros predadores (HARWOOD et al., 2001). Estes
resultados mostram que as diferencas na velocidade de processamento da presa pelos
divesos predadores devem ser levadas em conta em pesquisas com serologia. O
congelamento dos predadores pode ter influenciado na quantidade de resultados
positivos das reacdes seroldgicas, durante a amostragem realizada no periodo de agosto
de 2008. De acordo com CASSARO-SILVA, et al. (2001) os testes, preferencialmente,
devem ser realizados logo ap0s a captura do predador. Quando isto ndo for possivel, o
material deve ser congelado, evitando-se a continuidade do processo digestivo e, dessa
maneira, preservando-se as caracteristicas protéicas da presa. Esse procedimento foi
realizado por COREY et al. (1998) e HARWOOD et. al (2004, 2005) resfriando
rapidamente predadores coletados em campo para diminuir o processo metabdlico e,
dessa maneira, buscando preservar a qualidade da presa em seu interior e garantindo
maior numero de resultados positivos nas reagdes imunoldgicas em estudo de relagdes

presa/predador.
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Além das taxas metabdlicas de cada predador, do periodo de jejum e do tempo
decorrido para a realizacdo dos testes serologicos apds o predador ter consumido a
presa, do rapido resfriamento dos predadores para conservacdo da presa consumida,
também, a temperatura em que o teste € realizado pode influenciar os resultados
observados. SOPP & SUNDERLAND (1989) constataram que a alta temperatura
prejudicou a sensibilidade da analise do conteudo estomacal de seus predadores.
HAGLER & NARANJO (1997) concluiram que ha um declinio muito rapido no
intervalo de deteccéo de presas a uma temperatura acima de 30°C.

Os coccinelideos, aracnideos, heterdpteros, sirfideos e neurdpteros coletados no
presente trabalho e que responderam positivamente aos testes seroldgicos realizados,
também sdo citados por diferentes autores como predadores de T. citricidus e A.
spiraecola em diversas partes do mundo, mas a frequéncia com que cada grupo é
coletado e a acdo predatdria que desempenham, quando comparados, podem diferir para
diferentes regides. No presente trabalho o predador mais freqiiente durante as coletas
realizadas foi C. sanguinea. Estes dados diferem daqueles encontrados por
GUERREIRO et al. (2005) que relatam para o interior do estado de S&o Paulo, Diomus
sp. (Coleoptera: Coccinelidae) como a espécie mais abundante e constante no
agroecossistema citricola, seguida de C. sanguinea e Scymnus sp., sendo Scymnus sp.
classificada como uma espécie acesséria e de relacdo secundaria com o T. citricidus.
RODRIGUES et al. (2008) observaram a presenca de 11 espécies de coccinelideos em
culturas de citros no estado do Rio de Janeiro, com destaque para as espécies A.
luteipes, C. sanguinea, O. v-nigrum, Scymnus sp. e Pentilia egena (Mulsant, 1850)
(Coleoptera: Coccinelidae), sendo esta ultima, constatada pelos autores como a espécie

com maior média populacional.
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Durante as coletas de predadores observou-se que 0s coccinelideos
apresentavam grande atividade de busca, onde C. sanguinea era a mais abundante, mas
como demonstrado pelos testes estatisticos, ndo houve diferencas estatisticas
significativas entre as espécies comparadas, H. convergens e H. axyridis em ralacao as
suas eficiéncias predatorias, constatadas pelos testes serolégicos. MICHAUD (1999), na
Flérida, observou que C. sanguineae e H. axyridis, foram os coccinelideos mais
eficientes no controle de T. citricidus.

Em relacdo a C. sanguinea todas as outras espécies de coccinelideos foram
coletadas em numero reduzido, o que poderia estar relacionado a diversos fatores como
a interferéncia especifica de quimicos utilizados na area estudada, a baixa populacéo
inerente aquelas espécies, a possibilidade de coletas direcionadas, uma vez que C.
sanguinea com sua coloracdo avermelhada se destaca das outras espécies, ou mesmo a
existéncia de competicdo entre as espécies. Nesse aspecto, como observado por
MICHAUD (2002) e ARAUJO-SIQUEIRA & ALMEIDA (2006) a presenca de H.
axyridis influencia o deslocamento de espécies nativas, ocasionando a diminuicdo da
abundancia de coccinelideos e a reducdo de suas populagfes, principalmente de C.
sanguinea. Em relacdo a H. convergens MICHAUD (2000) relata que as larvas dessa
espécie ndo completam o seu desenvolvimento em colbnias de T. citricidus e que as
fémeas produzem ovos inférteis quando mantidas em col6nias deste afideo. Este fato
envolvendo diretamente a sobrevivéncia do predador pode, também, explicar o reduzido
numero de outros coccinelideos em areas com abundancia de T. citricidus, como a do
presente trabalho.

Na predacdo de A. spiraecola, C. sanguinea também foi a espécie com o maior
nimero de resultados seroldgicos positivos, mas também ndo apresentou diferencas

estatisticas significativas em relacdo & H. convergens e H axyridis. BRUNER et al.
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(1975) relataram C. sanguinea, H. convergens e larvas de sirfideos como inimigos
naturais em trabalhos realizados em citricultura cubana. Entretanto, para 0 mesmo pais,
PEREZ (1980) menciona Chilocorus stigma (Say) (Coleoptera: Coccinelidae) e larvas
pertencentes a familia Chrysopidae como o0s principais inimigos naturais de A.
spiraecola.

Dos onze exemplares de C. externa capturados no presente trabalho,
aproximadamente 73% responderam positivamente aos testes serologicos com o ASTc
mostrando que sdo eficientes predadores de T. citricidus. No Brasil SOUZA &
CARVALHO (2002) destacam que C. externa apresenta potencial para o controle de
afideos em diversas culturas, dentre estas nos citros. MICHAUD (2001) relatou que os
crisopideos podem reduzir coldnias de T. citricidus antes do surgimento das formas
aladas evitando a disperséo e a possivel formacdo de uma nova coldnia. A abundancia
de crisopideos na cultura de citros também esta relacionada a disponibilidade de pdlen e
abrigos, fornecidos por plantas infestantes muito freqlentes neste tipo de
agroecossistema como por exemplo, espécies da familia Compositae (Asteraceae)
(ALTIERI & WHITCOMB, 1979; COSTA, 2006).

Embora com apenas trés resultados serologicamente positivos para 0 ASTc e
dois para o ASAs dentre as sete larvas de P. clavatus coletadas os sirfideos sdo
considerados os mais eficientes predadores de afideos em diversas culturas.
Desempenham um papel importante no controle das populagdes de T. citricidus, sendo
P. clavatus na Flérida, e Ocyptamus fuscipennis em Porto Rico (MICHAUD &
BELLIURE, 2001). Estes autores constataram a predacéo de A. spiraecola por larvas de
P. clavatus e, ao avaliarem o impacto da predacdo na producdo de alados em coldnias
de T. citricidus verificaram uma reducdo significativa na densidade populacional desses

afideos. No Brasil as espécies de sirfideos relatadas como predadoras de T. citricidus
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sdo: Allograpta exotica (Wiedemann, 1830), Ocyptamus sp., O. gastrostactus
(Wiedemann, 1830), O. notatus (Coquillett, 1902), P. clavatus (Fabricius, 1794),
Salpingogaster conopida (Philippi, 1865) e Syrphus phaeostigma (Wiedemann,1830)
(SCHMITT & SMITH, 1974; BARTOSZECK, 1976, NASCIMENTO et al., 1988).

A predacdo de afideos por reduvideos na citricultura foi relatada apenas para
Zelus sp. (Heteroptera: Reduviidae) por LEON (2005), provavelmente possa ser essa
espécie que reagiu positivamente aos restes serolégicos com o ASTc e com o ASASs.
Uma outra citada pelo mesmo autor é Podisus nigrispinus (Dallas) (Heteroptera:
Pentatomidae).

As aranhas estdo presentes em quase todo o tipo de cultura e sdo consideradas
importantes agentes de controle bioldgico. No presente trabalho resultados positivos
foram observados com salticideos, entretanto Linyphidae (Araneae) e Thomisidae
(Araneae) sdo consideradas as familias mais importantes na predacdo de afideos em
geral (UETZ et al. 1999). LANG et al. (1999) estudou a predacdo de insetos herbivoros
na cultura do milho por coledpteros e aranhas de solo e relatou a importancia da reducéo
populacional de afideos causada pelas aranhas.

Algumas vezes com a técnica da observacdo direta constata-se a presenca do
predator nas coldnias dos afideos, sem, no entanto verificar-se o ato predatério. Com o
uso da técnica seroldgica as reacdes positivas entre os antigenos e 0s antissoros
indicam, efetivamente, a predacdo aos afideos estudados. Outro aspecto importante
proporcionado pela técnica € a possibilidade de expressar valores absolutos do nimero
de predadores que efetivamente se alimentaram da presa, em relagdo ao total capturado
ou simplesmente observado. Essa € uma informacédo valiosa uma vez que pode auxiliar
nas decisdes de escolha ou de estimulo ao desenvolvimento de inimigos naturais mais

indicados em programas de controle bioldgico.
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7. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que foi possivel obter
antissoro para T. citricidus e A. spiraecola e esse antissoro mostrou-se adequado para
qualificar seus predadores. O namero de linhas de precipitacdo observado nas reagdes
serologicas reduz-se com o passar do periodo de alimentacdo do predador. Ndo houve
diferencas significativas entre C. sanguinea, H. convergens e H. axyridis quanto as suas
eficiéncias de predacdo. Os predadores C sanguinea, H convergens e H axyridis ndo

apresentaram diferencas na preferéncia alimentar para A. spiraecoala ou T. citricidus.
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Figura 1. Vista panoramica da Propriedade Agricola Terra Roxa, Sdo Carlos-SP, que
tem como principal atividade o cultivo de citros variedade “Valencia”.

Figura 2. Talhdo de citros na Propriedade Agricola Terra Roxa, Sdo Carlos-SP,
localizado entre as coordenadas: 21° 47" 144™" S e 47° 55426 "W e altitude de 710 m.
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Figura 3. Obtencdo do antissoro para T. citricidus (ASTc). Cronograma de sangrias e
inoculacbes do antigeno (AGTc) na regido do linfonédulo de um coelho conforme

técnica descrita por Oliveira (1975). SN: Soro Normal.
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Figura 4. Reacdes seroldgicas homologas entre 0s antissoros para Toxoptera citricidus
ASTcl, ASTc2, ASTc3, ASTc4, ASTc5, ASTc6, ASTc7, ASTc8, ASTc9 e ASTcl0
antissoros, respectivamente, obtidos com a 1%, 2% 3% 4% 5% /6%, 7%, 8", 9* e 10°
sangrias e 0 macerado de Toxoptera citricidus AGTc; C: controle. As setas na figura
indicam as linhas de precipitacgéo.

Figura 5. Reacdes seroldgicas de dupla difusdo em agar mostrando o numero de linhas
de precipitagdo observadas nos testes de titulagdo do antissoro ASTcy.



63

Figura 6. A) Reacbes seroldgicas de dupla difusdo em agar mostrando o numero de
linhas de precipitagcdo observadas nos testes de verificagdo de reagdo cruzada entre o
ASTc, o antigeno homélogo AGTc e os antigenos de Aphis spiraecola (AGAs), Aphis
gossypii (AGAgp) e Toxoptera aurantii (AGTa). A seta na figura mostra 0 esporéo
obtido, indicando identidade antigénica parcial; B) Reacdes serolégicas de dupla
difusdo em agar mostrando o nimero de linhas de precipitagdo observadas nos testes de
absorcdo entre o ASTc e antigenos de Toxoptera aurantii (AGTa), Toxoptera citricidus
(AGTc), Ahis spiraecola (AGAS) e Aphis gossypii (AGAgp).

Figura 7. ReacOes serologicas de dupla difusdo em agar mostrando o numero de linhas
de precipitacdo observadas nas reacOes seroldgicas homélogas entre 0 ASTc e o
macerado de adultos alados (AGTcalad); ninfas de alados (AGTcnfal), &pteros adultos
(AGTcaptad) e ninfas de apteros (AGTcninfapt) de Toxoptera citricidus. As setas nas
figuras indicam as linhas de precipitacdo resultantes de reag0es positivas.
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Figura 8. ReacOes seroldgicas heter6logas entre ASTc e antigenos obtidos pela
maceracdo de exemplares de Cycloneda sanguinea (AGCsang) e Hippodamia
convergens (AGHconv). As setas nas figuras indicam as linhas de precipitacéo.

Figura 9. Reacdes seroldgicas homoélogas entre os antissoros para Aphis spiraecola
ASAs1, ASAs2, ASAs3, antissoros, respectivamente, obtidos com a 1% 2%, 3% sangrias e
0 macerado de Aphis spiraecola AGAs; C: controle.
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Figura 10 Reacdes seroldgicas de dupla difusdo em agar mostrando o nimero de linhas
de precipitacdo observadas nos testes de titulagdo do antissoro ASAs.

Figura 11. ReacOes serologicas heter6logas entre ASAs e antigenos obtidos pela
maceracdo de exemplares de Hippodamia convergens (AGHconv), Cycloneda
sanguinea (AGCsang) e Harmonia axyridis (AGHax).
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Figura 12. Graficos de caixa indicando a taxa de predacdo de Toxoptera citricidus e
Aphis spiraecola por Cycloneda sanguinea (a), Hippodamia convergens (b), e
Harmonia axyridis (c). Letras iguais indicam a auséncia de diferencas significativas na
taxa de predacdo entre os afideos (Mann-Whitney — p>0,05). No gréafico a, as barras
delimitam o intervalo de variagéo e as caixas 50% dos valores, enquanto emb e c o
intervalo € indicado pelas caixas e os valores mais comuns pelas cruzes. Em ambos as
linhas horizontais correspondem a mediana, e 0s quadrados pequenos a média.



10. Tabelas

67



68

Tabela I. Inoculagbes de antigeno no coelho; Datas das sangrias realizadas para
obtencgéo de antissoros para Toxoptera citricidus (ASTc).

Datas das Inoculagdes Datas das Sangrias Antissoros obtidos
31/07/07 ASTc
18, — 24/07/07 07/08/07 ASTC,
09/08/07 ASTc;
10/08/07 ASTcy
28, - 07/08/07 11/08/07 ASTcs
14/08/07 ASTce
03/09/07 ASTc;
32 —02/09/07 04/09/07 ASTcg
05/09/07 ASTc

07/09/07 ASTcyg
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Tabela II. Inoculagbes de antigeno no coelho; Datas das sangrias realizadas para
obtencgéo de antissoros para Aphis spiraecola (ASAS).

Data das inoculagdes Datas das sangrias Antissoros obtidos
17/10/07 AS-AS;
1a.10/10/07 24/10/07 AS-AS,

31/10/07 AS-AS;
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Tabela Ill. Inoculagbes de antigeno no coelho; Datas das sangrias realizadas para
obtencdo de antissoros; antissoros obtidos e numero de linhas de precipitacdo
observadas nos testes serologicos.

Data das inoculagbes Datas das  Antissoros  Linhas de precipitagio nas reagoes com o

sangrias obtidos antigeno homologo
3110707 ASTc +

1 - Jll |

1 - 24/07/07 07108107 ASTc. o
09/08/07 ASTe, et
10/08/07 ASTc 4+

1 - | 4

2 - 07/08/07 11408107 ASTe. o
14/08/07 ASTc, +HH+
03/09/07 ASTc, 4+
04/09/07 ASTc F++

1_ 'f i 3

31-02/09/07 e AST. s
07/09/07  ASTc, -+

(+) 1 Linha de precipitacdo; (++) duas linhas de precipitacdo; (+++) trés linhas de
precipitacdo; (++++) quatro linhas de precipitacdo; (+++++) cinco linhas de
precipitacdo; ASTcl, ASTc2, ASTc3, ASTc4, ASTc5 e ASTc6, ASTc7, ASTcS,
ASTc9, ASTc10, antissoros, respectivamente, obtidos com a 1?, 2% 3% 4% 5% 6° 72, 82,
92, e 102 sangrias.
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Tabela IV. Testes seroldgicos realizados entre o ASTc e antigenos obtidos pela
maceracdo de exemplares de Cycloneda sanguinea alimentados 24 h apds a
alimentacédo, em laboratdrio, com adultos apteros de Toxoptera citricidus.

C. sanquinea T. citricidus ingeridos Linhas de
precipitacdo 24 h
apos a alimentacao

C. sanglinea 1 +
C. sanglinea 1 ++
C. sanglinea 2 +
C. sanglinea 2 ++
C. sanglinea 3 +

(+) 1 linha de precipitagéo
(++) 2 linhas de precipitacdo
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Tabela V. Testes seroldgicos realizados entre o ASTc e antigenos obtidos pela
maceracdo de exemplares de Cycloneda sanguinea 48 h ap6s a alimentacdo, em
laboratdrio, com adultos apteros de Toxoptera citricidus.

C. sanquinea T. citricidus ingeridos Linhas de
precipitacao
48 h apos a
alimentacéo

C. sangiinea 1 -

C. sanglinea 2 +

C. sanglinea 2 -

C. sanglinea 3 -

(+) 1 Linha de precipitacéo
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Tabela VI — Abundancia dos predadores coletados em cultura de Citrus, na propriedade agricola Terra Roxa, Sdo Carlos — SP, em cada
uma das amostragens no periodo de 2007 a 2009.

Ordem: Familia N° de predadores/coletas
Espécies
2007 2008 2009

dez jan fev mar abr mai jun jul ago set out nov dez jan fev mar abr mai

Coleoptera: Coccinellidae

Cycloneda sanguinea 5 2 0 0 5 3 22 14 28 12 29 34 18 32 34 34 29 15
Cycloneda conjugata 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hippodamia convergens 2 0 0 0 0 0 0 0 0 4 1 1 4 2 2 1 5 2
Harmonia axyridis 1 3 2 0 0 2 2 0 1 2 0 1 2 2 0 1 0 0
Azya luteipes 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Olla v-nigrum 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Scymnus sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Aranae 2 2 1 0 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hemiptera, Heteroptera 0 0 0 0 0 6 0 3 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
Diptera, Syrphidae
Pseudodorus clavatus 0 1 0 0 1 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0

Neuroptera, Chrysopidae

Chrysoperla externa 0 0 1 0 1 5 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabela VII — Eficiéncia de predacdo (%) de Toxoptera citricidus obtida a partir do nimero de resultados positivos nos testes soroldgicos
em relacdo a abundéncia total de predadores coletados na propriedade agricola Terra Roxa, S&o Carlos — SP, no periodo de 2007 a 20009.

Ordem: Familia Taxa de predacéo
Espécies
2007 2008 2009
dez jan fev mar abr mai jun jul ago set out nov dez jan fev mar abr mai

Coleoptera: Coccinellidae

Cycloneda sanguinea 100 0 - - 0 66 54 42 21 0 6,8 26 18 63 21 15 31 73
Cycloneda conjugata 100 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Hippodamia convergens 100 - - - - - - - - 0 100 100 O 100 O 0 20 100
Harmonia axyridis 100 0 100 - - 50 0 - 100 O - 0 0 100 - 0 - -
Azya luteipes 100 0 100 - - - - - - - - - - - - - - -
Olla-v-nigrum 100 0 - - - - - - - - - - - - - - - -
Scymnus sp - 0 - - - - - - - - - - - - - - - 100
Aranae 100 0 0 - 0 0 - - - - - - - - - - - -
Hemiptera, Heteroptera - 0 - - - 33 - 0 - - - 0 - - - - - -
Diptera, Syrphidae
Pseudodorus clavatus - 0 - - 0 - - 100 - - - - - - - - 0 -

Neuroptera: Chrysopidae
Chrysoperla externa - 0 0 - 0 80 - 100 - - - - - - - - - -
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Tabela VIII. Inoculagdes de antigeno no coelho; Datas das sangrias realizadas para
obtencdo de Antissoros; Antissoros obtidos e Numero de linhas de precipitacdo
observadas nos testes serologicos (ASAs X AGAS).

Data das inoculagdes Datas das sangrias  Antissoros obtidos Linhas de
precipitacdo
17/10/07 AS-AS; ++
1%.10/10/07 24/10/07 AS-AS, ot
31/10/07 AS-AS; ++

(++) 2 Linhas de precipitacdo; ASAs;, ASAs,, ASAssz, antissoros, respectivamente,

obtidos com a 1%, 2%, 3% sangrias.
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Tabela IX — Eficiéncia de predacéo (%) de Aphis spiraecola obtida a partir do numero de resultados positivos nos testes soroldgicos em
relacdo & abundancia total de predadores coletados na propriedade agricola Terra Roxa, S&o Carlos — SP, no periodo de 2007 a 20009.

Ordem: Familia

Taxa de predacdo

Espécies 2007 5408 2009

dez jan fev. mar abr mai jun  jul ago set out nov dez jan fev. mar abr mai
Coleoptera: Coccinellidae
Cycloneda sanguinea 0 100 100 100 0,45 0,57 0,21 05 0,24 0,32 0,111 0,156 O 1,117 0,103 0,2
Cycloneda conjugata 0 -
Hippodamia convergens 0 - 0O 100 100 O 100 0 0 0 100
Harmonia axyridis 0 100 100 0,5 100 100 O 0 0 0,5 0
Azya luteipes 0 100 100
Olla-v-nigrum 0
Scymnus sp - 100
Aranae 0 0 100 0 0
Hemiptera, Heteroptera - - 0,166 0 0
Diptera, Syrphidae
Pseudodorus clavatus - 0 - 0 0,66 0
Neuroptera: Chrysopidae
Chrysoperla externa - 0 100 O 0






