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RESUMO

Os afideos (Hemiptera: Aphidoidea) sdo considerados pragas em diversas culturas, causando
danos diretos e indiretos as plantas. Em campos de alfafa (Medicago sativa) comumente se
encontram associados aos afideos Acyrthosiphon pisum, Acyrthosiphon kondoi, Aphis
craccivora e Therioaphis trifolii. Seus inimigos naturais incluem coccinelideos e parasitoides
entre outros. Neste trabalho objetivou-se analisar a flutuacdo sazonal de afideos e suas
relacBes com variaveis climaticas atraves de testes de correlacdo; em laboratorio, selecionar
uma espécie de afideo que tenha sido abundante em campo, tendo parasitoides e coccinelideos
associados com o intuito de utiliza-lo em testes serol6gicos com o objetivo de observar uma
possivel predacdo intraguilda. A técnica seroldgica & baseada em reacbes do tipo
antigeno/anticorpo onde os anticorpos sao obtidos para a espécie que se quer investigar. As
coletas de afideos, predadores e parasitoides ocorreram durante os meses de marco de 2013 a
maio de 2014 em campos experimentais de alfafa da variedade Crioula situados na Unidade
da Embrapa Pecuaria Sudeste, Sdo Carlos, SP. Therioaphis trifolii foi o afideo mais abundante
no periodo amostrado, seguido por Acyrthosiphon pisum. Considerando o conjunto total de
espécies, 0 maior pico populacional ocorreu em setembro de 2013 e 0 menor em janeiro de
2014. De acordo com os testes, todas as espécies de afideos amostradas tiveram fraca
correlacdo com a pluviosidade, sendo que nenhuma outra varidvel apresentou influéncia
significativa na flutuacdo sazonal das populacdes de afideos. Em relagdo aos coccinelideos
(Coleoptera: Coccinellidae), foram coletados 1208 individuos pertencentes a seis diferentes
espécies, sendo que as trés espécies mais abundantes, Harmonia axyridis, Hippodamia
convergens e Cycloneda sanguinea respectivamente, foram separadas para posterior utilizagdo
nos testes serologicos. Observou-se também um tipico padrdo predador-presa entre as
espécies de coccinelideos e afideos. Nenhuma espécie de parasitoide foi encontrada
parasitando o afideo mais abundante T. trifolii e uma espécie de parasitoide, Aphidius ervi
(Hymenoptera: Aphidiidae), foi encontrada parasitando A. pisum sendo este afideo, o
escolhido para testes de predacdo intraguilda. De acordo com os resultados dos testes
seroldgicos, dos 485 coccinelideos testados, 52 deram resultados positivos quanto a presencga
de tracos do parasitoide em seu conteudo estomacal, ou seja, 10,72% dos coccinelideos
haviam se alimentado de afideos parasitados, demonstrando predacéo intraguilda. Os testes de
alimentacdo mostraram que o parasitoide A. ervi pode ser detectado até 72 horas apds sua

ingestéo.



ABSTRACT

Aphids are considered as pests in several crops causing direct and indirect damage to the
plants. In alfalfa fields (Medicago sativa), the species Acyrthosiphon pisum, Acyrthosiphon
kondoi, Aphis craccivora and Therioaphis trifolii are found very often. Their natural enemies
include predators and parasitoids among others. The aim of this work was to analyze the
seasonal fluctuation of aphid populations and its relationship with climatic variables through
correlation tests; in laboratory, to select the aphid species which were abundant in the field,
having parasitoids and coccinelids predators associated with the intention of using them in
serologic tests aiming to observe a possible intraguild predation. The serological technique is
based on reactions as antigen/antibody where the antibodies are obtained to the specie of
interest. The gathering of aphids, predators and parasitoids occurred from March 2013 to May
2014 in experimental alfalfa crioula fields located at Embrapa Pecuéaria Sudeste Unit, Séo
Carlos, SP. Therioaphis trifolii was the most abundant aphid during the sampling period,
followed by Acyrthosiphon pisum. Considering all species the populational peak occurred in
September 2013 and the lower in January 2014. According to the tests, all species had no
correlation with the rain, and no other variable presented significant influence in aphid’s
seasonal fluctuation. 1208 coccinelids (Coleoptera: Coccinellidae) of six species were
sampled and the three with more specimens, Harmonia axyridis, Hippodamia convergens and
Cycloneda sanguinea respectively, were separated to be part of the serological tests. A typical
pattern predator-prey was observed. No species of parasitoids were found in T. trifolii and one
species of parasitoid, Aphidius ervi (Hymenoptera: Aphidiidae) was found on A. pisum, and
this led to its choice to the intraguild predation tests. According to the serological tests results,
52 among 485 coccinelids tested had traces of the parasitoid in its gut contents, that means
10,72% of the coccinelids ate parasited aphids. Feeding tests have shown that the parasitoid A.

ervi can be detected up to 72 hours after its ingestion.
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INTRODUCAO GERAL

A cultura da alfafa

Aspectos gerais e importancia

A alfafa (Medicago sativa L.) (Figura 1) se destaca ndo s6 pela produtividade, mas
principalmente, pela alta qualidade e palatabilidade da forragem produzida (PAULINO et. al.,

2009). Normalmente, sua utilizacdo ocorre nos sistemas de producdo de leite de maior

potencial genético animal, principalmente nas bacias leiteiras das Regifes Sul, Sudeste e
Centro-Oeste (OLIVEIRA & LEDO, 2008). Small (1996) sugere que esta planta tem também

grande potencial como alimento humano e pode reduzir os gastos da agricultura.

Figura 1. Ramos com inflorescéncias em um campo de alfafa com trinta dias de idade. [Fonte:
lemma, 2015]
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A qualidade da alfafa é maior que a de gramineas perenes no mesmo estadio de
desenvolvimento, principalmente devido ao seu potencial de ingestdo e alta digestibilidade
(SLEUGH et al., 2000). Outra importante caracteristica dessa planta é o seu elevado valor
nutritivo, com 20% a 25% de proteina bruta na matéria seca (RASSINI et al., 2006) sendo
indicada para rebanhos de alta producdo (OLIVEIRA & LEDO, 2008, RASSINI & FREITAS,
1998). Esta planta é considerada a forrageira mais utilizada no mundo, com o maior potencial
alimentar dentre as culturas de feno e com o maior nivel, por hectare, de proteinas, do que
quaisquer outras culturas para o gado (WALTON, 1983; HANSON & BARNES, 1988).

Um dos obstaculos a expansdo da alfafa no Brasil é a pequena disponibilidade de
cultivares adaptados as condicdes tropicais. Atualmente, a Unica cultivar de alfafa com boa
adaptabilidade e boa estabilidade em nosso pais é a Crioula e hd grande demanda por novas
variedades no mercado (FERREIRA et al., 2004).

A herbivoria por insetos € um dos maiores problemas da alfafa (SILVA et al., 2007).
Dentre os insetos, os afideos ou pulgdes (Hemiptera, Aphididae) sdo uma das principais
pragas da cultura, ndo sé pelos danos diretos que ocasionam, ao sugarem a seiva da planta,
pela melada que excretam e que assim facilitam o aparecimento de fungos nas folhas, com
isso reduzindo o rendimento da planta como forragem, mas principalmente, pelos danos
indiretos ao transmitirem virus as plantas (AFONSO, 2008).

Por um longo tempo os pulgdes puderam, efetivamente, ser controlados por defensivos
agricolas, porém ao desenvolverem resisténcia a estes compostos o controle biolégico com o
uso de inimigos naturais, predadores e parasitoides, tornou-se a alternativa 6bvia (SIDNEY,
2013). No entanto, a possibilidade de predagéo intraguilda entre estes grupos pode acabar por
desestabilizar o controle bioldgico.

Price et al., (1991) observam que as plantas tém efeitos diretos e indiretos, positivos e
negativos, ndo sé sobre os herbivoros, mas também sobre o terceiro nivel trofico, ou seja,
parasitoides e predadores que devem ser considerados como parte da sua bateria de defesa
anti herbivoria. Na maioria dos estudos, as estratégias de defesa das plantas contra os
herbivoros tém sido mostradas como interacBes apenas entre dois niveis tréficos. O
envolvimento do terceiro nivel comecou a ser estudado ha pouco mais de trinta anos (PRICE,
1981; RODRIGUEZ-SAONA, 2012).

Muitas vezes, a vulnerabilidade e a sobrevivéncia do inseto hospedeiro aos
parasitoides e aos predadores estdo intimamente relacionadas a espécie de planta utilizada
como alimento, estabelecendo uma grande ligacdo entre os niveis tréficos (SCHOWALTER,
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1981; GARCIA, 1991). Essas interacdes, denominadas tritréficas, ocorrem dentro de um
ambiente fisico e quimico espacialmente diversificado e dindmico e incluem todas as varias
interacbes de ataque e defesa entre niveis troficos, incluindo relagbes morfologicas,
comportamentais e fisiologicas, bem como as interacdes inter e intraespecificas dentro de
cada nivel trofico (LIMA, 2013). As interagdes entre esses organismos ocorrem por meio de
compostos do metabolismo secundario, os aleloquimicos (TRIGO et al., 2011). Parasitoides e
predadores, ao longo do processo evolutivo, tém explorado os aleloquimicos liberados pelas
plantas utilizando-os como sinais na localizacdo de hospedeiros e/ou presas (METCALF &
METCALF, 1992). Segundo Vilela & Della-Lucia (2001) as fémeas adultas de parasitoides a
procura de hospedeiros, muitas vezes se utilizam de semioquimicos emitidos a partir do
micro-habitat do hospedeiro, transportados pelo ar. O mesmo pode-se dizer de coccinelideos
predadores em busca de sua presa. O entendimento dessas relacbes em uma area cultivada é
uma ferramenta para o aprimoramento de programas de manejo integrado de pragas
buscando-se minimizar os danos a producdo agricola (FREITAS et al., 2007; SILVA et al.,
2012).

O presente trabalho foi dividido em dois capitulos. O primeiro trata do estudo da
sazonalidade dos afideos pragas da alfafa, do levantamento dos coccinelideos predadores
desses afideos e possiveis parasitoides associados, em cultura de alfafa. No segundo capitulo
estudou-se 0 consumo indireto de parasitoides por coccinelideos predadores ao alimentarem-
se de afideos parasitados, buscando-se avaliar as possiveis consequéncias da competicdo

intraguilda na cultura.
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CAPITULO 1 - SAZONALIDADE DE AFIDEOS E INIMIGOS
NATURAIS EM CULTURA DE ALFAFA EM SAO CARLOS, SP.




1- INTRODUCAO

No Brasil ja foram registradas para a cultura de alfafa as espécies Acyrthosiphon
pisum (Harris, 1776) (Aphididae: Macrosiphini), Acyrthosiphon kondoi (Shinji, 1938)
(Aphididae: Macrosiphini), Therioaphis trifolii  (Monell, 1882) (Drepanosiphidae:
Phyllaphidini) e Aphis craccivora (Koch, 1854) (Aphididae: Aphidini) (SOUSA-SILVA et al.,
1998; CARVALHO et al., 1996; MENDES et al., 2000; FERRAGINE, 2003; CUNHA,
2013). As especies A. pisum, A.kondoi e T. trifolii foram, também, identificadas como as
maiores pragas de alfafa na Australia (GRIMM, 1972) e na Nova Zelandia (ROHITHA et al.,
1985). A. pisum e A. kondoi foram considerados as mais abundantes espécies de afideos da
alfafa no Japdo (TAKAHASHI & NAITO, 1984). Monajemi & Esmaili (1981) observaram
que as quatro espécies de afideos supracitadas sd@o as mais importantes pragas da alfafa no Ira.

De acordo com SILVA et al. (2007) parasitoides e predadores sao os principais fatores
bidticos que influenciam a populacdo de afideos. A efetividade de parasitoides como agentes
de controle foi demonstrada em varios estudos (LINS-JUNIOR et al., 2011, 2013; SIDNEY et
al., 2010a, 2010b).

Para a maior parte dos Hymenoptera parasitica, a relagéo entre a selegdo do hospedeiro
e seu sucesso no ambiente é determinada por dois fatores: a capacidade fisioldgica dos
imaturos de explorar o hospedeiro e a habilidade comportamental de fémeas para localizar e
utilizar o recurso (GODFRAY, 1994). Hospedeiros variam em adequacdo e possibilidade de
deteccdo (SLANSKY, 1986; VET & DICKE, 1992; GODFRAY 1994), e isso tem sido
demonstrado em muitas espécies de parasitoides onde as fémeas mostram plasticidade
comportamental para a aceitagdo e oviposicdo preferencialmente no hospedeiro mais
adequado. Porém, autores como Brodeur & Vet (1995), Grasswitz & Reese (1998) e Rivero,
(2000), observaram uma concordancia imperfeita entre a escolha do hospedeiro e o
desempenho da prole dos parasitoides, isto €: nem sempre o hospedeiro mais adequado
propicia condi¢des para que o individuo jovem se desenvolva em seu 6timo.

Teorias recentes sobre as relagdes entre hospedeiro-parasitoide tém dado maior énfase
ao estado fisiolégico da fémea como também a sua oviposicao, experiéncia prévia, percepcao
do ambiente e expectativa de vida mostrando que estes fatores podem influenciar a expressao
dindmica da selecdo de hospedeiros pelos parasitoides (ROITBERG et at., 1993; VISSER,
1995; RIVERO, 2000).
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Rakhshani et al. (2006), investigando afideos da alfafa no Ird, consideram que mais
atencdo deve ser dada aos parasitoides nesta cultura. Nos Estados Unidos da América,
especificamente nos estados da Georgia, Califérnia e Arizona o controle biolégico com
parasitoides € utilizado na alfafa e tem mantido afideos e besouros herbivoros abaixo do nivel
de dano econémico (Berberet et al., 1983).

No Brasil, Mendes (2000) estudou a diversidade de pulgbes, seus parasitoides e
predadores na cultura da alfafa em Lavras, MG, atentando para o importante papel desses
inimigos naturais na reducdo das populacbes de pulgBes na cultura. Outros trabalhos séo
devotados ao levantamentos de predadores e parasitoides de afideos em campos de alfafa
(Carvalho, 2007; Afonso, 2008; Cunha, 2013). O controle de pragas com a utilizacdo de
parasitoides pode ser prejudicado pela acdo depressora dos hiperparasitoides,
microhimenopteros de diversas familias como: Encyrtidae, Eulophidae, Pteromalidae,
Charipidae e Megaspilidae (CANO et al., 1998).

Dentre os predadores mais utilizados no controle biol6gico encontram-se o0s
coccinelideos (Coleoptera, Coccinellidae) (OBRICKY & KRING, 1998), Esta familia engloba
cerca de 6.000 espécies descritas no mundo, das quais um terco ocorre na regido Neotropical
(VANDENBERG, 2002). Esses insetos se alimentam principalmente de afideos e cocdideos
(Hemiptera) (ALMEIDA & RIBEIRO-COSTA, 2009). Na Argentina, as espécies mais
conhecidas sdo: Eriopis connexa Germar, Hippodamia convergens Guerin-Meneville,
Cycloneda sanguinea L., Coccinella ancoralis Germar e Chilocorus sp Leach (HIJANO,
1993) e no Brasil alguns autores destacam a presenca de C. sanguinea, Scymnus sp., Diomus
sp., Delphastus sp. e Hyperaspis sp atuando principalmente na cultura de citros (GRAVENA,
1978; LARA et al.,, 1977; PARRA et al., 2003).

2 - OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram: Determinar a variacdo sazonal das espécies de afideos em

alfafa, inventariar as espécies de coccinelideos predadores e parasitoides na cultura.

3-METODOLOGIA

O presente trabalho foi conduzido no campo experimental de alfafa (variedade crioula) na
Embrapa Pecuaria Sudeste CPPSE, localizada no municipio de S&o Carlos, SP, nas

coordenadas 21° 57' 42" (S) e 47° 50" 28" (W) e altitude de 860 m. (EMBRAPA, 2015). O
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clima local é considerado como tropical de altitude, que, segundo a classificacdo de Koeppen,
é 0 Cwa, clima quente com inverno seco, no qual a temperatura média do més mais frio é
inferior a 18°C e a do més mais quente ultrapassa 22°C. O total das chuvas do més mais seco
ndo atinge 30 mm, e o do més mais chuvoso atinge valores dez ou mais vezes maiores do que
0os do més mais seco. Tais caracteristicas, segundo critérios adotados por Thornthwaite,
correspondem ao BB’w, mesotérmico Umido com deficiéncia de &4gua no inverno
(TOLENTINO, 1967). Segundo Nimer (1977) o periodo seco dura de junho a agosto, embora
na pratica varie num periodo de seis meses (EMBRAPA, 2015).

As coletas foram realizadas em uma érea de 3000 m?, dividida em 30 quadrados de 100 m?
cada. Cada quadrado apresentava as plantas em uma fase de desenvolvimento diferente
(Figura 2).

Figura 2. a) Campo de alfafa com vinte e nove de desenvolvimento. b) Campo de alfafa com

quatro dias de desenvolvimento na Embrapa Pecuéria Sudeste CPPSE, localizada no

municipio de Sao Carlos, SP. [Fonte: lemma, 2015]

Os dados de fatores climaticos foram coletados no site da Embrapa Pecuéria Sudeste e
juntamente com a coleta quinzenal dos afideos, foram analisados graficamente e tabulados em
planilha eletrbnicas sendo trabalhados com o auxilio do software PAST versdo 3.08
(HAMMER et al., 2001), onde se calculou o coeficiente de correlagdo de Pearson (r),
verificado pelo teste t com 1% e 5% de significAncia. Para a analise dos resultados
encontrados, utilizou-se a escala proposta por Bryman & Cramer (2003), onde os valores de
correlacdo entre 0,10 e 0,39 sdo considerados fracos; valores entre 0,40 e 0,69 sdo
considerados como moderados; valores entre 0,70 e 0,89 séo tratados como fortes e os valores

entre 0,90 e 1 podem ser interpretados como muito elevados.
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3.1 — Area de trabalho — Coleta dos afideos, parasitoides e predadores.

Os afideos foram coletados em plantas de Alfafa (Medicago sativa) variedade crioula,
quinzenalmente, no periodo de margo de 2013 a maio de 2014, totalizando 25 amostragens.
Utilizou-se um retangulo de 30 cm? que era lancado ao acaso por oito vezes. A cada
lancamento as plantas encerradas na area do retangulo eram vigorosamente agitadas,
recolhendo-se os exemplares em uma bandeja.

Os parasitoides foram obtidos através da coleta de afideos mumificados. As mumias
foram identificadas e acondicionadas em microtubos Eppendorf até a emergéncia dos
parasitoides. Depois de identificados e contados foram armazenados em congelador. As
identificacbes foram realizadas sob Microscopio estereoscopico Leica M125 com ocular de
16x e um reticulo de 100mm/0,1mm e luz de LED circular. As imagens foram capturadas
usando-se uma camera Leica Z16 automatica e uma camera digital Leica DFG495. As fotos
obtidas foram reunidas com Helicon Focus®© (v. 5.3).

Os coccinelideos predadores foram buscados ativamente nas plantas de alfafa, sendo
entdo congelados para posterior identificagdo. As chaves de identificagdo usuais sdo baseadas
nas faunas australianas e americanas como Gordon (1985), Booth et al. (1990), Vanderberg
(2002) e Slipinski (2007).

3.2 - Identificacdo dos Afideos

Acyrthosiphon pisum: sdo afideos grandes, com longas antenas e pernas, sifunculos
muito afilados. Coloracdo verde ou vermelha, encontrando-se no Brasil as formas
esverdeadas. De acordo com Leclant et al. (1973) A. pisum é vetor de dois virus persistentes
de Medicago sativa, pea enation mosaic virus e pea leaf-roll virus, além do mosaico da alfafa,
um virus ndo-persistente. Com isso chamam a atencdo para a necessidade de maiores
pesquisas de campo e laboratorio com esses afideos. No Brasil a ocorréncia desses virus ainda
néo foi registrada.

Acyrthosiphon kondoi: apresenta coloracdo em tom verde azulado, auséncia de
pigmentacdo na articulagdo entre os antendémeros Il e 1V. O didmetro dos sifanculos, a meio
comprimento, é distintamente maior do que o didmetro do I1l segmento das antenas. Oliveira

et al. (1986), em Piracicaba, SP. observaram ataques intensos desses afideos em Dezembro de
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1984 e em Maio e Dezembro de 1985 resultando no retardo do crescimento das plantas e
engruvinhamento das folhas com consequente prejuizo na producéo.

Therioaphis trifolii f. maculata: esses afideos variam de 1.4 - 2,2 mm de comprimento
e coloracdo variando desde o amarelo-palido a verde muito claro. Diferencia-se dos outros
afideos da alfafa por apresentar o dorso do abdome com fileiras de tubérculos castanho-claros
até marrom-escuros com cerdas capitadas. Lazzari et al. (1996) referem que o primeiro
registro dessa espécie de afideo em alfafa no Brasil foi feito em 1990, no centro-sul do
Parana. Essa espécie € uma das principais pragas da alfafa em muitos paises. Atacam
preferencialmente as folhas inferiores, que caem devido a acdo da saliva toxicogénica,
podendo levar as plantas mais jovens a morte. Blackman & Eastop (1984) mencionam sua
capacidade para transmitir o alfalfa mosaic virus e o clover (red) vein mosaic, ainda nédo
registrados para o Brasil.

Aphis craccivora: sdo pulgdes de tamanho mediano, adultos apteros apresentam o
dorso abdominal negro e muito brilhante que contrasta com as partes esbranquicadas das
antenas e pernas. Os alados tém faixas transversais esclerotinizadas no dorso do abdome,
poucos sensoOrios secundarios (3-8), restritos ao Il segmento antenal. Esta espécie é
considerada vetor de dois dos principais virus da alfafa, mosaico e enagdes (SWENSON,
1954; LECLANT et al., 1973)

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de marco de 2013 a maio de 2014 foram coletados 7425 afideos de
diversos instares, apteros e alados. Nesse periodo 0s meses com o maior numero de afideos
foram setembro de 2013 e abril de 2014 respectivamente. Os meses de novembro, dezembro
de 2013 e janeiro e fevereiro de 2014 foram os meses com menor namero de afideos (Figura 4
e Tabela 1).
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Figura 3. Distribuicdo mensal do numero de afideos coletados sobre plantas de Medicago

sativa, na Embrapa Pecuaria Sudeste, no periodo de marco de 2013 a maio de 2014.

Tabela 1. Namero mensal de exemplares de afideos e coccinelideos coletados sobre plantas de
Medicago sativa, na Embrapa Pecuéria Sudeste, no periodo de marco de 2013 a maio de
2014,

Meses de coleta  A. pisum A. kondoi  T. trifolii A. craccivora Coccinelideos

mar/13 428 7 81 32 22
abr/13 160 2 28 1 40
mai/13 168 18 80 22 20
jun/13 146 1 80 0 30
jul/13 72 0 65 297 74
ago/13 148 0 472 0 111
set/13 73 6 2580 5 371
out/13 33 30 289 87 69
nov/13 18 0 0 0 24
dez/13 03 0 25 0 4
jan/14 0 0 3 0 0
fev/14 53 53 25 0 19
mar/14 76 0 87 8 18
abr/14 825 0 199 0 185
mai/14 339 88 212 0 221
Total 2542 205 4226 452 1208
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No més de dezembro de 2013 o campo de alfafa foi pulverizado com o inseticida
sistémico Tiametoxam para controlar a infestacdo de afideos na cultura. O uso desse inseticida
pode ter afetado as coletas inclusive no més de janeiro/2014.

T. trifolii ocorreu em 24 das 25 coletas realizadas. Esta espécie foi a mais abundante
em todo o periodo de coletas, com um total de 4.226 individuos, 56,92% do total (Figura 5).
Em setembro de 2013 coletou-se 0 maior numero de exemplares, 2.580 individuos. Nesse
més registrou-se a menor umidade relativa de todo o periodo (68,8%) (Figura 7) e uma baixa
pluviosidade (Figura 6). O clima quente e seco favorece o desenvolvimento de T. trifolii
(Messenger, 1964; Berberet et al.,1983). Em novembro de 2013 nenhum exemplar da espécie
foi coletado. A umidade relativa, no periodo foi de 80% e o valor médio da temperatura de
21,9 °C. Cunha (2013) pontuou que janeiro de 2014 foi o més em que menos coletou T.
trifolii. Comparando-se os valores de umidade relativa e temperatura nos meses de janeiro de
2012 e novembro de 2013 observa-se que s&o muito préximos.

Esta espécie mostrou baixa correlagdo com a pluviosidade (r = 0,499; p = 0,189)
(Figura 8).

Frequéncia Relativa das espécies de afideos

HA. pisum MA kondoi mT.trifolii M A. craccivora

Figura 4. Frequéncia relativa de afideos coletados sobre plantas de Medicago sativa, na
Embrapa Pecuaria Sudeste, no periodo de margo de 2013 & maio de 2014.
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Figura 5. Numero mensal de afideos associados a pluviosidade, no periodo de marco de 2013

a maio de 2014.
Numero mensal de afideos x Umidade Relativa

3000 - - 150
z 2500 | L 120
3 c
) 3
3 2000 - s
a -9 3
] ]
]
2 1500 - 3
g 60 2
3 1000 - o
v

500 - - 30

0 A - 0
Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai
EmUmidaderel e A. pisum =—A_ kondoi T. trifolii =—A. craccivora

Figura 6. Variacdo nos nimeros mensais de afideos associados a coletados e da umidade, no

periodo de mar¢o de 2013 & maio de 2014.
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Figura 7. Variacdo nos numeros mensais de Therioaphis trifolii coletados e da pluviosidade,

no periodo de marco de 2013 a maio de 2014.

A. pisum ocorreu em 24 das 25 coletas. Foi a segunda espécie em numero total de
individuos coletados, com 34,24% (Figura 5). Seu pico de abundancia ocorreu no més de abril
de 2014, com 825 individuos. Morgan et al., (2001) observando os efeitos da temperatura
sobre esta espécie, relataram que a temperatura média ideal para o seu desenvolvimento é
cerca de 23,1°C. No presente trabalho o pico de A. pisum ocorreu a 21,4°C. Esta espécie
mostrou baixa correlacdo com a pluviosidade, r = 0,663; p= 0,123 (Figura 9).

A. kondoi ocorreu em apenas 8 das 25 coletas, totalizando 205 espécimes, 2,76% do
total (Figura 5). Teve seu apice em maio de 2014 com 88 exemplares coletados. Esta espécie

teve uma correlagdo baixa com a pluviosidade r = 0,529; p = 0,177, (Figura 10).

25



Numero mensal de 4. pisum x Pluviosidade
900 - - 250
Z 800 - 5
3 700 - - 200 3
° o,
[o] o
600 - =
& - 150 8
1] 500 -+ S,
B °
g 4007 - 100 g
a 300 - 2
200 - - 50
100 -
0 - -0
Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai
I Chuva (mm) == A pisum

Figura 8. Variacdo nos numeros mensais de Acyrthosiphon pisum coletados e da pluviosidade,

no periodo de marco de 2013 a maio de 2014.
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Figura 9. Variacdo nos numeros mensais de Acyrthosiphon kondoi coletados e da

pluviosidade, no periodo de margo de 2013 a maio de 2014.

A. craccivora ocorreu em apenas 7 das 25 coletas, totalizando 452 espécimes, 6,09%
do total (Figura 5). O pico de coletas foi em julho de 2013 com 297 individuos e no restante
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das coletas pouco foi coletado. Isto talvez possa ser explicado por seu habito de colénia em
reboleiras, e como a coleta foi aleatoria, pode-se ter acabado evitando os pontos de
concentracdo destes individuos em determinadas coletas. Outra hipdtese € que o defensivo
agricola supracitado possa ter um efeito mais impactante nesta espécie, pois apds sua
aplicacdo, so foi coletada em uma (oito individuos) das nove coletas subsequentes.

Diferentemente de Silva et al. (2007) que observou &pices populacionais de A.
craccivora nos meses de dezembro e fevereiro e em abril por Mendes et al. (2000), no
presente trabalho o pico de coletas dessa espécies foi no més de julho. Apesar do baixo
namero de exemplares coletados, sua correlagdo com a pluviosidade foi moderada (Figura
11).
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Figura 10. Variagdo nos nimeros mensais de Aphis craccivora coletados e da pluviosidade,

no periodo de marco de 2013 a maio de 2014.

Observou-se neste trabalho que a populacdo de afideos tende a diminuir quando ha
aumento da pluviosidade. Sua influéncia sobre a populacdo foi positiva e moderada (r =
0,550; p= 0,168) (Figura 6). As correlagdes com a umidade foram consideradas néo
significativas (Figura 7). Cunha (2013) e Mendes et al. (2000), ndo encontraram correlagéo
significativa entre a flutuacdo dos afideos com qualquer variavel ambiental porém,

consideram que estes fatores podem afetar a dindmica populacional dos afideos.
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Berberet et al. (1983) estudando T. trifolii, A. pisum e A. kondoi afirmam que a abundancia de
uma espécie sobre a outra depende dos fatores climéticos.

4.1 — Parasitoides e Hiperparasitoides

Os parasitoides coletados nos campos de alfafa foram provenientes de mimias de duas
especies de afideos, Acyrthosiphon pisum e Aphis craccivora, num total de 225 mumias.
Dessas 197 eram de A. pisum e 28 de A. craccivora. Das mimias de A. pisum emergiram 156
parasitoides da espécie Aphidius ervi e 41 hiperparasitoides associados a este ultimo; os 28
parasitoides que foram encontrados de A. craccivora ndo foram identificados. Os meses com
maior abundancia de mumias foram agosto de 2013 (24 individuos) e maio de 2014 (61
individuos).

Parasitoides geralmente atacam poucas espécies de hospedeiros, sendo muitas vezes
limitados a apenas uma. Seu desenvolvimento deve acompanhar o tempo de vida de seu
hospedeiro e normalmente dispor de fémeas altamente fecundas que possam ovipositar em
muitos hospedeiros em sua vida (SNYDER & IVES, 2003). Esta caracteristica permite aos
parasitoides crescerem rapidamente, como resposta a um grande aumento numérico de seus
hospedeiros controlando assim esta populacdo (HASSELL, 1980; HASSELL & MAY, 1986;
BERRYMAN, 1992; MURDOCH, 1994; TURCHIN et al., 1999).
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Tabela 2. Numero mensal de mumias de A. pisum e A. craccivora coletadas sobre plantas de
Medicago sativa, na Embrapa Pecuéria Sudeste, no periodo de margo de 2013 a maio de
2014,

Meses de coleta Mumias de A. pisum  Mumias de A. craccivora

mar/13 18 0
abr/13 15 0
mai/13 3 0
jun/13 10 0
jul/13 6 14
ago/13 30 2
set/13 12 0
out/13 6 9
nov/13 7 3
dez/13 1 0
jan/14 0 0
fev/14 0 0
mar/14 9 0
abr/14 12 0
mai/l4 68 0
Total 197 28

Na Argentina, Aragon (1990) cita Aphidius smithi e A. ervi como parasitoides eficazes
de A. pisum. Esses microhimendpteros foram importados dos Estados Unidos, multiplicados
em laboratério e posteriormente liberados em 1972 na regido dos pampas. Ambos se
estabeleceram e se difundiram com rapidez.

He et al. (2005) mostram que o parasitismo de A. pisum por A. ervi afeta
significativamente o crescimento populacional do afideo, atuando sobre a sua taxa intrinseca
de crescimento, sua taxa reprodutiva e também sobre o tempo de geracéo.

Quarenta e uma mumias deram origem a 32 individuos de Dendrocerus carpenteri € a
9 individuos de Syrphophagus aphidivorus ambos hiperparasitoides, endoparasitoides
coinobiontes solitarios, emergidos de A. ervi no hospedeiro A. pisum. Provavelmente esses
hiperparasitoides prejudiquem a acao dos parasitoides no controle da populacdo de A. pisum.

Os hiperparasitoides foram identificados através de Noyes (1980) e Johnson &
Musetti’s (2004) para D. carpenteri e Fergusson (1980) para S. aphidivorus. Essas espécies
representam duas novas ocorréncias na alfafa; a primeira para o Brasil e a segunda para o

Estado de Sdo Paulo.
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4.1.1 — Hiperparasitoides - Dendrocerus carpenteri (Hymenoptera: Megaspilidae)

A familia Megaspilidae é considerada pequena com apenas 12 géneros divididos em
duas subfamilias e 450 espécies conhecidas, tendo uma grande quantidade de espécies ainda
ndo descritas. Este grupo € pouco conhecido como um todo, contudo acredita-se que a maioria
seja parasitoide, especialmente de Hemiptera (Sternorrhyncha), e alguns hiperparasitoides
(ALEKSEEV, 1978/1987). A marcante diversidade de hospedeiros utilizados por
hiperparasitoides do género Dendrocerus parece estar centrada em predadores e parasitoides
de Hemiptera da subordem Sternorrhyncha (afideos e ocasionalmente psilideos). Seus
hospedeiros incluem Hymenoptera (Aphidiidae e mais raramente Aphelinidae, Encyrtidae,
Pteromalidae e Figitidae), Diptera e Coleoptera (DESSART, 1972, 1973; TAKADA, 1973;
FERGUSSON, 1980).

Dendrocerus carpenteri € conhecido por ter um escapo particularmente curto (na
maioria das vezes cinco vezes mais longo que grosso) (Figura 12). Notaulices apenas
ligeiramente convergentes, ndo encontrando o sulco medial, ou se encontrar ou quase
encontrar, eles convergem em curva (Figura 13). Pterostigma aproximadamente semicircular

(Figura 14), com raio profundamente angulado. E uma espécie bem distribuida e é encontrada

em uma grande gama de afideos.

Figura 11. Dendrocerus carpenteri, a) Vista lateral mostrando em detalhes o escapo.
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Figura 12. Dendrocerus carpenteri. b) Vista superior dos Notaulices convergentes.

Figura 13. Dendrocerus carpenteri. ¢) Vista superior do Pterostigma.

Tavares (1996) ja havia documentado esta espécie ocorrendo sobre afideos nas
seguintes plantas: Hibiscus rosa-sinensis, Asclepias curassavica, Solanum americanum,
Foeniculum vulgare, Citrus sp, Schefflera sp. e Sessea brasiliensis, porém esta é a primeira
ocorréncia em cultura de alfafa no Brasil.

4.1.2 — Hiperparasitoides - Syrphophagus aphidivorus (Hymenoptera: Encyrtidae)

Encyrtidae é uma grande familia de vespas parasitoides, com cerca de 3000 espécies

descritas divididas em 450 géneros. A maior parte dos Encyrtidae é composta de
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endoparasitoides primarios de outros artropodes ou hiperparasitoides de outros Hymenoptera
(HANSON & GAULD, 1995).

Dentre os Encyrtidae coinobiontes, o comportamento de selecdo de hospedeiro de
Syrphophagus aphidivorus é atipico. As fémeas dispdem de dois diferentes mecanismos de
oviposicao. Ela pode ovipositar em um afideo ainda vivo com o objetivo de sua larva atacar a
larva do parasitoide priméario ou ela pode ovipositar no afideo quando este ja se encontra
mumificado e, com isso, sua larva ataca a pré-pupa ou a pupa do parasitoide primario
(KANUCK & SULLIVAN, 1992).

A espécie Syrphophagus aphidivorus tem um escapo pelo menos trés vezes e meia
mais longo do que largo (Figura 15). Escutelo mais ou menos esculpido uniformemente,
nunca com uma escultura basal tdo forte quanto a do apice (Figura 16). O centro do propddeo
é suave e a venacao das asas anteriores normalmente preto-amarronzada (Figura 16). A cabeca

é mais larga que longa (Figura 17) e os segmentos F1 e F2 consideravelmente menores que o

restante dos segmentos funiculares.

Figura 14. Syrphophagus aphidivorus. a) Vista lateral do escapo.
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Figura 15. Syrphophagus aphidivorus. b) Vista superior do escutelo.

Figura 16. Syrphophagus aphidivorus. c) Vista dorsal da cabeca.

Esta espécie ja foi relatada no Estado do Parana em culturas de Trigo (ZANINI, 2004)

e no Estado de S&o Paulo associada a cultivares de aveia irrigada (RONQUIM et al., 2004),
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porém esta é a primeira vez que esta espécie é encontrada no Estado de Sdo Paulo associada a
cultura de alfafa.

4.2 - Coccinellidae predadores

Foram coletadas seis diferentes espécies de coccinelideos predadores de afideos nos
campos de alfafa: Harmonia axyridis (Pallas, 1773) com 52% do total de individuos, seguida
por Hippodamia convergens Guérin-Meneville com 24,09% e Cycloneda sanguinea com
13,07% foram as mais coletadas (Tabela 3 e Figura 18). Mendes et al. (2000) coletaram
Cycloneda sanguinea em 49,6% dos coccinelideos amostrados, seguido por E. connexa com
26%, Cunha (2013) cita Harmonia axyridis e Hippodamia convergens com 53,27% e 29,13%
respectivamente, em levantamento realizado em alfafa na cidade de Sao Carlos, SP.

Harmonia axyridis é nativa da Asia, alimentando-se, principalmente, de afideos,
cochonilhas e psilideos, € muito utilizada em programas de controle biol6gico (KOCH et al.,
2006). Segundo o mesmo autor, a provavel distribuicdo original de H. axyridis estende-se
desde o Sul da Sibéria, nas Montanhas de Altai, & costa do Pacifico, inclusive a Coréia e 0
Japdo, até o Sul da China no Himalaia. Ferran et al. (2000) citam que esta espécie foi
introduzida no Egito para controle de Aphis craccivora.

Hippodamia convergens de acordo com Hodek (1973), foi uma das espécies
responsaveis pelo controle da populacdo dos afideos da alfafa, na Califérnia durante a
primavera. Este fato, segundo Minks & Harrewijn (1988) propiciou a introducdo desse inseto
em muitas areas do mundo. No Brasil, a maioria dos trabalhos envolvendo essa espécie
apenas relata a sua ocorréncia (PIMENTA & SMITH 1976, GASSEN, 1986).

No presente trabalho encontraram-se dois apices populacionais principais de
Coccinellidae, o0 maior em setembro de 2013 com 371 individuos e o segundo em maio de
2014 com 221 individuos. Esses picos ocorreram isolada ou juntamente com picos de afideos
(Figura 19). Resultados semelhantes também foram encontrados por Cunha (2013) e Mendes
et al. (2000) nos levantamentos que realizaram em seus trabalhos com alfafa.

O teste de Correlacdo de Pearson, entre Coccinellidae e afideos, resultou no valor de r

= 0,924, mostrando uma forte correlacdo entre pragas e predadores.
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Tabela 3. Ocorréncia mensal de espécies de Coccinellidae coletados sobre plantas de

Medicago sativa, na Embrapa Pecuéria Sudeste, no periodo de mar¢o de 2013 a maio de

2014.

Meses H. axyridis H. convergens C.sanguinea E.connexa O.v-nigrum S.argentinicus Total
mar/13 7 2 0 0 0 22
abr/13 4 6 2 0 1 40
mai/13 3 9 0 0 0 20
jun/13 11 6 3 3 2 30
jul/13 31 7 6 7 0 74
ago/13 37 16 5 3 2 111
set/13 77 41 1 20 0 371
out/13 2 9 7 4 3 69
nov/13 8 3 0 0 0 24
dez/13 1 0 0 0 0 4
jan/14 0 0 0 0 0 0
fev/14 3 5 2 0 0 19
mar/14 11 7 0 0 0 18
abr/14 45 30 18 0 3 185
mai/14 51 17 41 0 0 221
Total 291 158 85 37 11 1208

35



Taxa de predacio de Coccinelideos

0,91% 3,06%

| H. axyridis

W H. convergens
H C. sanguinea
B E. connexa

M S.argentinicus

B O. v-nigrum

Figura 17. Taxa de predacdo de espécies de Coccinellidae coletados sobre plantas de
Medicago sativa, na Embrapa Pecuéria Sudeste, no periodo de margo de 2013 a maio de
2014.

Flutuacdo populacional de Afideos e Coccinelideos
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Figura 18. Flutuagdo populacional de Afideos e Coccinelideos coletados sobre plantas de
Medicago sativa, na Embrapa Pecuéria Sudeste, no periodo de margo de 2013 a maio de
2014.
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CONCLUSOES
> Durante o periodo de mar¢co de 2013 a maio de 2014, coletando em cultura de alfafa
em S&do Carlos, SP, o afideo e o coccinelideo mais abundantes foram Therioaphis

trifolii e Harmonia axyridis respectivamente.

» A pluviosidade foi a Unica variavel ambiental com correlacdo moderada com a

flutuacédo dos afideos.

» Houve uma forte correlagdo entre a ocorréncia de afideos e seus predadores

(coccinelideos) em campo, denotando um padrao tipico de predador-presa.

> Houve variacdo sazonal entre as diferentes espécies estudadas.

» O parasitoide A. ervi foi obtido exclusivamente de mimias de A. pisum, abundante no

cultivo estudado, evidenciando a especificidade deste parasitoide ao hospedeiro.

» O numero de individuos de H. axyridis foi mais elevado quando T. trifolii atingiu seus

maiores picos populacionais.
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CAPITULO 2 - ANALISE DE PREDACAO INTRAGUILDA ENTRE
TRES ESPECIES DE COCCINELIDEOS SOBRE Aphidius ervi EM
CULTURA DE ALFAFA.
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1 - INTRODUCAO

Embora se possa estudar separadamente cada componente de um sistema, na realidade
eles se encontram interligados (PUTMAN, 1994), e o entendimento das relagdes existentes
entre as espécies e suas teias alimentares deve ser usado para o aprimoramento de programas
de manejo integrado de pragas buscando minimizar 0S prejuizos que possam provocar
(FREITAS et al., 2007; KNAAK et al., 2009; SILVA et al., 2012).

Muitas vezes, a vulnerabilidade e a sobrevivéncia do inseto hospedeiro aos
parasitoides e aos predadores estdo intimamente relacionadas a espécie de planta utilizada
como alimento, estabelecendo uma grande ligacdo entre os niveis troficos (SCHOWALTER,
1981; GARCIA, 1991). Essas interacdes, denominadas relaces tritréficas, ocorrem dentro de
um ambiente fisico e quimico espacialmente diversificado e dindmico e, incluem todas as
varias interacdes de ataque e defesa entre niveis troficos (LIMA, 2013) incluindo relagdes
morfologicas, comportamentais e fisiologicas, bem como as interacGes inter e intraespecificas
dentro de cada nivel tréfico, sendo a interacdo entre predador e parasitoide de fundamental
importancia, uma vez que pode haver influéncia negativa do ponto de vista do uso do mesmo
recurso entre esses dois organismos. Esse fato foi percebido por Santos (2008) ao observar a
possibilidade de uma influéncia negativa, do ponto de vista do uso do mesmo recurso, entre
uma vespa parasitoide e trés espécies de vespas predadoras, sendo que a primeira tinha sua
populacgéo prejudicada pela predacao de seu hospedeiro enquanto estava em sua fase larval.

As interacOes troficas podem ser mediadas por meio de compostos do metabolismo
secundario, os aleloquimicos (TRIGO et al., 2011). Parasitoides e predadores, ao longo do
processo evolutivo, tém explorado metabodlitos liberados pelas plantas utilizando-0s como
sinais na localizacdo de hospedeiros e/ou presas (METCALF & METCALF, 1992).

Contrastando com os parasitoides que normalmente séo especialistas, os predadores,
em sua maioria, sdo generalistas e, frequentemente, menos efetivos em controles
direcionados. Predadores costumam ter habitos regrados de alimentacéo e ciclo de vida muitas
vezes superior ao de herbivoros. Nos casos de sucesso em controles bioldgicos utilizando-se
predadores, estes normalmente eram especialistas, tendo histérias de vida muito mais
parecidas com a de parasitoides do que com a de predadores tipicos (SNYDER & IVES,
2003). Predadores generalistas comumente se engajam em predacéo intraguilda (POLIS et al.,
1989; POLIS & HOLT, 1992; ROSENHEIM et al., 1993; 1995; ROSENHEIM, 1998)

alimentando-se ndo somente de outros predadores, mas também de parasitoides (BRODEUR
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& ROSENHEIM, 2000; ROSENHEIM, 1995; SNYDER & IVES, 2001). Em sistemas onde
se encontram coccinelideos e parasitoides, o primeiro é considerado predador intraguilda (1G)
e 0 segundo presa IG. Desta forma, esta interacdo é fortemente assimétrica (quando apenas
uma espécie ataca a outra) como, por exemplo, parasitoides em fase larval que sao
consumidos pelos coccinelideos quando estes consomem sua presa priméria (COLFER &
ROSENHEIM, 1995; 2001; TAYLOR et al., 1998; BRODEUR & ROSENHEIM, 2000) Nas
interacdes simétricas, ambos 0s inimigos naturais se atacam mutuamente como, no caso de
coccinelideos (GAGNON et al., 2011; LUCAS & ROSENHEIM, 2011). 58% a 87% das
espécies animais estdo envolvidas em interacbes de predacdo intraguilda (ARIM &
MARQUET, 2004).

De acordo com Brodeur & Rosenheim (2000) a predacéo intraguilda é prevalente em
diversos sistemas, podendo afetar outros niveis troficos indiretamente. Através de predacao
intraguilda intensa, predadores podem desencadear ou mesmo piorar surtos das pragas e
potencialmente aumentar a quantidade de dano dos herbivoros as plantas (ROSENHEIM et
al., 1993; SNYDER & IVES, 2001; SNYDER & IVES, 2003) como Rondoni et al. (2014a)
observaram restos de Adalia bipunctata e Oenopia conglobata (Coleoptera: Coccinellidae), ao
analisar o contetdo estomacal de H. axyridis em experimento na Italia. Brown et al. (2015)
demonstraram que o coccinelideo H. axyridis pode ser considerado um predador generalista
que se alimenta até mesmo de outros predadores.

A eficacia de coccinelideos predadores em sistemas naturais ou controlados € dificil de
determinar dada sua mobilidade e natureza tipicamente polifaga (FRAZER, 1998), e com isso
também podem levar a uma destruicdo do equilibrio bioldgico existente quando introduzidos
em um local e isto deve ser levado em consideracdo (ROSENHEIM et al., 1995), afinal estes
predadores podem se alimentar, por exemplo, de afideos parasitados (mdmias) (COLFER &
ROSENHEIM, 1995; FERGUSON & STILING, 1996; WHEELER et al., 1968) afetando os
parasitoides ja existentes no local (OBRICKY & KRING, 1998). No entanto, tem-se mostrado
em alguns sistemas que apesar do alto grau de predacédo intraguilda, a mortalidade per capita
causada pelo parasitismo ndo foi afetada e a combinacdo de Coccinelideos e vespas
parasitoides juntos diminuiram a populacdo local de afideos até proximo a extingéo
(HOELMER et al., 1993; HEINZE et al., 1994; ROSENHEIM et al., 1997; COLFER &
HOSENHEIM, 2001). Em um primeiro momento, esta dindmica de interacdo entre vespas
parasitoides e coccinelideos predadores parece afetar negativamente apenas o primeiro, porém

alguns estudos sugerem que 0s parasitoides dentro da mumia podem ter efeitos deletérios no
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desenvolvimento dos coccinelideos (TAKIZAWA et al., 2000; ROYER et al., 2008). De
acordo com Lebusa (2004), vespas da familia Aphidiidae sdo endoparasitoides e como
resultado do habito de alimentacdo do predador afiddfago, a larva do parasitoide em
desenvolvimento dentro do afideo & consumida. Isto coloca uma pressdo negativa na
populacdo do parasitoide, porém este tipo de impacto ainda ndo foi devidamente estudado
(MULLINS, 2008). Como se observa, a predacdo de parasitoides em seu hospedeiro ndo se
limita ao seu consumo em estagios avancados como aqueles encontrados nos afideos
mumificados; as larvas desses parasitoides, muito jovens ou mesmo seus ovos, podem ser
consumidos quando da predacdo de presas recentemente parasitadas (COLFER &
ROSENHEIM, 2001). De qualquer modo, em ambas as ocasifes, a predagédo intraguilda
resulta na morte do parasitoide (SUNDERLAND et al., 1997). Alguns estudos sugerem que
os coccinelideos predadores ndo discriminam afideos parasitados e ndo parasitados (HAGEN
& BOSCH, 1968; STARY, 1970; ROYER et al., 2008), porém Colfer & Rosenheim (2001)
conduzindo ensaios laboratoriais com o predador H. convergens e o parasitoide L. testaceipes
observaram que os predadores preferiam afideos ndo parasitados apesar do esforco maior para
obté-los, reforcando com isso a possibilidade de efeitos negativos desta alimentacéo.

E sabido também que alguns parasitoides sio capazes de evitar predagdo intraguilda
(IGP) (POLIS et al., 1989). Estudos realizados por Meisner et al., (2011) demonstraram que
0s mesmos podem evitar areas onde predadores estdo presentes, modificando seu
comportamento. Taylor et al., (1998) encontraram que o parasitoide A. ervi gasta menos
tempo forrageando em locais previamente expostos ao predador C. septempunctata L. e estes
resultados foram confirmados por Nakashima & Senoo (2003), porém em ensaio de
laboratdrio, Bilu et al., (2006) observaram que ndo acontece 0 mesmo com A. colemani. Estes
parasitoides no citado estudo, ndo evitaram os locais com incidéncia maior de coccinelideos,
nem mesmo gquando os encontraram em folhas.

Mullins (2008) acredita que mais estudos da interacdo entre predadores e parasitoides
afidofagos séo necessarios para aumentar nosso entendimento dos efeitos combinados deste
complexo predador/parasitoide.

As acOes predatorias frequentemente sdo constatadas através de observagGes diretas no
campo. Muitas vezes a valoracdo se baseia em uma correlacdo entre as densidades do
predador e da presa, o que pode ndo ser muito confiavel particularmente com espécies
altamente polifagas (HUGHES, 1973; HATTINGH & SAMWAYS, 1994). Luck et al., (1988)

revisaram métodos experimentais para estimar inimigos naturais e citou seis exemplos
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envolvendo coccinelideos, sendo eles: Uso de gaiolas ou barreiras, remogdo de inimigos
naturais, enriquecimento da presa, observacdo direta e evidéncia quimica da alimentacdo
natural de inimigos.

Para uma identificacdo mais acurada, podem-se utilizar métodos moleculares, como
por exemplo, acidos nucleicos e proteinas. Uma grande vantagem do uso dos &cidos nucleicos
é o grande namero de loci visiveis, facilitando sua identificagdo e uso (EDWARDS & HOY,
1993; LANDRY et al., 1993). Apesar do RNA ter o potencial para analises de especificidade
entre duas espécies, neste momento apenas 0 DNA é empregado em tais estudos
(GREENSTONE, 2006). As proteinas existem em grande abundéancia e diversidade nos
tecidos animais. Técnicas para a sua deteccdo e caracterizagdo estdo bem estabelecidas e tém
sido utilizadas no intuito de discriminar e detectar parasitoides (GREENSTONE, 2006).
Ainda de acordo com o mesmo autor, podemos destacar dois tipos de proteinas que podem ser
estudadas, enzimas e proteinas. As proteinas estruturais podem ser detectadas por diversos
métodos, porém o mais usual é a deteccdo por imunoensaios, como a serologia. Essa técnica é
baseada em reacfes do tipo antigeno/anticorpo onde os anticorpos sao obtidos para a praga
que se deseja investigar e 0s antigenos, obtidos a partir dos varios consumidores da praga.

A maior atratividade da técnica seroldgica é a sua alta especificidade, permitindo o
reconhecimento bioldgico em nivel molecular (RAGSDALE et al., 1981; GREENSTONE &
HUNT, 1993; HAGLER et al, 1995; HAGLER & NARANJO, 1997; SYMONDSON et al.,
1997; 1999; SUNDERLAND, 1997; HAGLER, 1998; AGUSTI et al., 1999).

A serologia foi utilizada por muitos autores, dos quais se destacam Dempster (1963)
que determinou como presa de Anthocoris spp (Heteroptera: Anthocoridae), o afideo
Acyrthosiphon spartii Koch, 1855 (Hemiptera: Aphididae), Sutton (1970), descobriu os
predadores de Philoscia muscorum (Scopoli, 1763) (Crustacea: Oniscoidea: Philosciidae). Ja
Pettersson (1972) estabeleceu a eficiéncia de predadores de Rhopalosiphum padi (Linnaeus,
1758) (Hemiptera: Aphididae). Outro autor que verificou os predadores de afideos foi
Vickerman & Sunderland (1975) em culturas de cereais. Ashby (1974) testou por meio da
serologia artrépodes predadores de Pieris rapae (L.) (Lepidoptera: Pieridae). Feller et al.,
(1979) aplicaram técnicas serologicas para descrever relagbes alimentares em uma
comunidade bentonica. Service & Elouard (1980) realizaram a identificacdo serologica dos
predadores de Simulium damnosum Theobald (Diptera: Simuliidae) na Costa do Marfim,
determinando seus predadores naturais. Turner (1984) utilizou a serologia para determinar a
relacdo da dindmica das populagbes de herbivoros de epifitas arbdreas e seus potenciais
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predadores. Boreham & Ohiagu (1978) avaliaram pesquisas que utilizaram serologia na
determinacdo das relagOes entre presa-predador e taxas de predacdo entre insetos de
importancia econdmica. Boraei et al. (2005), analisando agroecossistemas no Egito fizeram
testes serologicos como metodo complementar na analise das relacbes alimentares entre
insetos praga e artropodes predadores. Outro método utilizado por muitos autores é o ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) para analises troficas e determinacdo de predadores e
presas (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., 1997; SANTOS et al., 2009).

Na presente pesquisa, 0 material coletado de predadores foi congelado logo ap6s as
coletas, com o intuito de preservar a0 maximo as proteinas da presa em seu interior,
almejando um resultado mais expressivo nas reacdes imunoldgicas. Este procedimento foi
também desenvolvido por Corey et al. (1998), Harwood et. al. (2004; 2005) e bem explicado
por Cassaro-Silva et al. (2001).

1.1 - Justificativa

O entendimento das interacGes entre predadores e parasitoides pode beneficiar o
desenvolvimento de programas de manejo integrado de pragas. Em busca desse entendimento
este trabalho procurou estudar a predacdo do afideo A. pisum parasitado por A. ervi, em

cultura de alfafa, utilizando-se a serologia como ferramenta desta pesquisa.

2-OBJETIVO

Estudar as interacbes entre os coccinelideos: Harmonia axyridis, Hippodamia

convergens, Cycloneda sanguinea e a vespa parasitoide A. ervi.

2.1 - Objetivos especificos

1 - Produzir antissoro para o parasitoide Aphidius ervi.

2 - Com o antissoro produzido, determinar o parasitismo em afideos aparentemente saudaveis.
3 - Utilizar a serologia para estimar a taxa de parasitismo observada e a esperada em A. pisum.
4 - Estimar a predacgdo de parasitoides por coccinelideos.
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3-HIPOTESES

3.1 - Producéo de antissoro para Aphidius ervi.

Ho: A producéo de antissoro para A. ervi ndo € possivel.
Hi: E possivel a producéo de antissoro para A. ervi.
Se a hipotese Hj se concretiza, temos:

3.2 - Determinar a ocorréncia de A. ervi dentro de um pulgédo aparentemente saudavel.

Ho: Parasitoides ndo séo observados, por meio da serologia, dentro de pulgdes aparentemente
saudaveis.

H,: Observam-se parasitoides em pulgdes aparentemente saudaveis por meio da serologia.

3.3 - Analisar se, através de antissoro especifico, pode-se detectar a presenca de
parasitoides no contetido estomacal de coccinelideos.

Ho: Ndo ha como detectar.
Hi: Pode-se detectar.

4- METODOLOGIA

Os afideos, parasitoides e predadores, selecionados para o estudo das associagdes
intraguilda, com o uso da serologia, foram coletados em um campo experimental de alfafa
(variedade crioula) na Embrapa Pecuaria Sudeste CPPSE, localizada no municipio de Séo
Carlos, SP, sob coordenadas 21° 57' 42" (S) e 47° 50' 28" (W) e altitude de 860 m.

4.1 - Preparo do antissoro policlonal

Cerca de 2.000 adultos de Aphidius ervi emergidos das mumias de afideos
Acyrthosiphon pisum coletados durante os anos de 2012, 2013 e 2014, em campo de alfafa,
foram utilizados como antigeno para a obtencdo de antissoro especifico. Posteriormente 0s
parasitoides foram macerados em solucéo salina a 0,85% e centrifugados a 7000g por 10 min.
O sobrenadante foi coletado e emulsionado com Adjuvante Freund completo, na proporgéo de
1:1 (v/v), e utilizado como antigeno imunizante (AgAe = Antigeno de Aphidius ervi). Para o
preparo do antissoro especifico imunizou-se um coelho, pesando 3 Kg, com nove injecGes de
1,0 ml do AgAe, via linfonddulo, nas pernas traseiras do coelho, observando-se um intervalo
de 15 dias entre cada injecdo (Oliveira, 1975). Antes da 1?2 inoculacdo do antigeno, foi
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recolhida uma amostra de sangue do coelho para a obtencdo do soro normal, utilizado como
controle nas reacdes seroldgicas. Durante o periodo de imunizagdo foram realizadas vinte e
trés sangrias, através de pequenas incisdes longitudinais na veia marginal da orelha do coelho.
O sangue obtido, entre 1 e 10 ml por sangria, permanecia por 2-3h em temperatura ambiente.
A seguir, o coagulo formado era descolado das paredes do frasco e mantido em geladeira (10
°C), para em seguida, separar e retirar o plasma sanguineo contendo o AsAe e avaliar 0 seu

titulo.

4.2 - Reac0es serologicas

As reacOes seroldgicas foram realizadas por dupla difusdo em gel de &gar a 1%
(OUCHTERLONY, 1958), com tampdo PBS, pH 7,0 (HOFLING, 1975) sobre laminas de
microscopia (3,0 ml da solucdo de &gar por lamina de 75mm X 25mm). Nessas reacdes,
quando antigeno e anticorpo se encontram em quantidades equivalentes, interagem e
precipitam formando imunocomplexos estaveis que podem ser visualizados como linhas de
precipitacdo (COSTA, 2011). As reacdes seroldgicas quando realizadas entre o antissoro
especifico e o proprio antigeno imunizante sdo chamadas de reacGes seroldgicas homdlogas;
quando essas reacdes sao realizadas entre o antissoro especifico e outros antigenos, diferentes
do imunizante, por exemplo, os antigenos obtidos da maceracdo dos diversos predadores
coletados no campo sdo chamados de heterélogas.

As titulacBes foram realizadas através de reacbes seroldgicas entre o antigeno
homdlogo e as fracdes diluidas de cada um dos antissoros obtidos. As diluicdes eram
realizadas com solucdo de NaCl a 0,85%, seguindo-se uma progressdo geometrica de razéo 2.

As reacOes heterélogas foram realizadas, inicialmente, utilizando-se como antigeno o
macerado de afideos mumificados pelo parasitoide A. ervi, 0 macerado dos afideos A. pisum,
aparentemente saudaveis (Figura 20) para verificar a possibilidade de estarem parasitados, e o
macerado de coccinelideos predadores de A. pisum, nesse caso procurando-se detectar com
essas reacoes, as predacgdes intraguilda no campo de alfafa.

H. axyridis foi coletado abundantemente nas formas larval e pupal, e por este motivo

estas fases de vida do coccinelideo foram testadas separadamente.
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Figura 19. Acyrthosiphon pisum aparentemente saudavel. [Fonte: en.wikipedia.org]

4.3 - Testes de alimentacao

Antes dos trabalhos de campo, procurou-se avaliar a possibilidade de coccinelideos
predadores rejeitarem os afideos mumificados. Para tanto foi realizado um teste sem chance
de escolha utilizando-se 40 exemplares de H. convergens, separados em grupos com quatro
predadores e cada conjunto encerrado em um recipiente. Esses predadores eram mantidos em
jejum por 48 horas. Apoés, para cada grupo era oferecido um, dois ou trés exemplares do
afideo A. pisum, mumificado. Os resultados mostraram que os predadores aceitavam as presas
mumificadas (Figura 21). A seguir cada individuo de H. convergens foi macerado observando-
se um intervalo de 0, 24, 48 e 72 horas ap0s ter consumido um ou mais dos afideos

oferecidos.
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Figura 20. Hippodamia convergens se alimentando de afideo parasitado por A. ervi em folha

de alfafa. [Fonte: lemma, 2015]
5 - RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 - Obtencé&o dos antissoros
Para a obtengédo do antissoro de Aphidius ervi, foram realizadas nove inoculagfes do

antigeno no coelho e 24 sangrias, obtendo-se com isso, 23 antissoros e um controle. (Tabela
4).
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Tabela 4. Protocolo de inoculagfes e sangrias realizadas entre os meses de marco e agosto de

2014 para obtencdo dos antissoros para A. ervi (AsAe). Siglas: 1 = inoculagdo, | = sangria,

Antigeno = AgAe + Adjuvante Freund completo, N° do AS = nimero do antissoro.

Data Antigenoml.  Sangria ml. N° do AS
o 18/3/14 1ml 3mi Soro normal
! 24/3/14 1ml AsAe 1
! 27/3/14 1,4 ml AsAe 2
o 31/3/14 1ml 1ml AsAe 3
! 8/4/14 1ml AsAe 4
T 14/4/14 1,2 ml 1ml AsAe 5
! 23/4/14 1ml AsAe 6
T 28/4/14 0,9 mi 1ml AsAe 7
o 12/5/14 1ml 1ml AsAe 8
T 28/5/14 1,2 ml 1ml AsAe 9
T 9/6/14 1,2 mi 1ml AsAe 10
! 2/7/14 1ml AsAe 11
T 14/7/14 0,8 ml 1,5 ml AsAe 12
! 15/7/14 0,6 ml AsAe 13
! 16/7/14 1ml AsAe 14
! 17/7/14 0,4 ml AsAe 15
T 21/7/14 1,4 ml 3ml AsAe 16
! 227114 10 ml AsAe 17
! 23/7/14 3ml AsAe 18
! 28/7/14 10 ml AsAe 19
! 29/7/14 10 ml AsAe 20
! 30/7/14 10 ml AsAe 21
! 31/7/14 12 ml AsAe 22
! 1/8/14 10 ml AsAe 23

As primeiras rea¢des positivas foram observadas 9 dias ap0s o inicio da imunizagdo do

coelho. Os antissoros que apresentaram maior titulacdo foram AsAe 22, seguido por AsAe 23,
AsAe 21, AsAe20, AsAel8 e AsAel9. Dentre esses a titulacdo maxima, 1/16, foi obtida nas
reacOes com o antissoro AsAe 22 tendo sido este o0 antissoro escolhido para a realizacdo dos

trabalhos de campo (Figura 22).
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@ AshAe 23
@ AsAe 22

@ AsAe 21
AsAe 20
@ Aghe

Figura 21. Dupla difusdo em agar mostrando as linhas de precipitacdo observadas nos testes
serologicos entre os antissoros AsAe 23, AsAe 22, AsAe 21, AsAe 20, e o0 antigeno homdlogo
AgAe.

Mollet & Armbrust (1978) afirmam que o valor do titulo do antissoro pode variar de
acordo com o poder antigénico da proteina injetada no coelho e pode haver decréscimo de
especificidade conforme se aumenta o numero de inoculagdes para a imunizacdo dos animais.
Titova (1970) obteve um antissoro contra Eurigaster integriceps Put (Heteroptera:
Scutelleridae) com um titulo de 1/10.000 ap6s varias inoculagdes de antigeno no coelho. Isto
porém levou a perda de especificidade do antissoro. Antissoros com diferentes valores de
titulacdo foram obtidos por diferentes autores, sem que isso tivesse limitado o uso da
serologia para a determinacdo de predadores. Sousa-Silva (1985) obteve titulacdo maxima
1/32, 1/4, 1/32 para trés diferentes estagios de desenvolvimento de ovos de D. flavopicta.
Santos-Neto et al., (2010) conseguiu antissoro com titulagdo méaxima de 1/8 para deteccédo de

predadores de S. frugiperda.
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5.2 - Testes seroldgicos com afideos mumificados e aparentemente saudaveis

Antigenos obtidos pela maceracdo individual de dezesseis afideos A. pisum
parasitados por A. ervi e utilizados em reacdes heterélogas com o antissoro AsAe22
permitiram observar, em todas as reagdes, pelo menos uma linha de precipitacdo. Apos esta
etapa, foram realizados testes com 345 individuos A. pisum coletados no campo em diferentes
meses, todos aparentemente saudaveis. Os resultados desses testes mostraram 10,14% de
parasitismo (Tabela 5). A figura 23 exemplifica alguns resultados, das reacdes seroldgicas
entre o antissoro AsAe22 e o macerado de quatro exemplares do afideo A. pisum
aparentemente saudaveis. Nota-se, nos testes com os afideos 1, 2 e 3, respectivamente AgApl
AgAp2 e AgAp3, pelo menos uma linha de precipitagédo, indicando que esses afideos estavam

parasitados.

Tabela 5. Afideos aparentemente saudaveis, coletados em campo de alfafa e testados

serologicamente para a determinacao da taxa de parasitismo por A. ervi.

Afideo Testados Positivo Negativo % de parasitismo
A. pisum 345 35 310 10,14
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Figura 22. Reacdes serologicas de dupla difusdo em agar entre o antissoro AsAe 22 e 0S
antigenos AgAp 1, AgAp 2, AgAp 3 e AgAp 4 obtidos pela maceracdo de quatro exemplares
do afideo A. pisum, aparentemente saudaveis mostrando que os exemplares 1, 2 e 3 estavam

parasitados por A. ervi.

O resultado obtido mostra que é possivel identificar um parasitoide dentro de um
afideo, mesmo quando este ainda ndo mostre qualquer sinal de parasitismo.

Keen et al. (2001) utilizando teste ELISA detectaram o parasitismo de pulgdes apés
sete dias do parasitismo. Stuart & Greenstone (1996) utilizando antissoro monoclonal,
conseguiram detectar os primeiros instares de um braconideo (Hymenoptera: Braconidae) em
uma larva de Lepidoptera. Kaldeh et al., (2012) mostraram ser possivel a identificacdo de
parasitoides Lysiphlebus fabarum (Hymenoptera: Braconidae) em Aphis fabae (Hemiptera
Aphididae) utilizando reacdo em cadeia da polimerase (PCR), técnica esta também utilizada
por Weathersbee et al., (2004) para deteccdo de Aphelinus gossypii Timberlake
(Hymenoptera: Aphelinidae) em T. citricidus. Persad et al., (2004) desenvolveu um primer
espécie-especifico para a mesma espécie de afideo diferenciando duas espécies de
parasitoides: Lysiphlebus testaceipes e Lipolexis oregmae.

Em marco de 2013 as observacdes no campo mostraram um reduzido numero de
mumias (18 exemplares). Nesse més os testes serologicos utilizando-se afideos aparentemente
saudaveis, resultaram em 4,53% de parasitismo. Em maio de 2014 o nimero de mimias

visiveis em campo foi de 68 exemplares. Nesse més os testes seroldgicos utilizando-se afideos
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aparentemente saudaveis, resultaram em 28,75% de parasitismo (Tabela 6). O parasitismo
detectado serologicamente em afideos aparentemente saudaveis mostra uma variacdo
populacional do parasitoide conforme a época. No presente trabalho essa variacdo nao parece
refletir a propria variacdo populacional do hospedeiro uma vez que para um maior nimero de
afideos testados em marco de 2013 a porcentagem de parasitismo foi menor do que a
observada em maio/2014 cujo nimero de hospedeiros testados foi menor. Provavelmente
esses resultados mostrem mais a influéncia de fatores climaticos e/ou o estado da cultura nos

periodos tratados.

Tabela 6. Porcentagem de parasitismo em afideos aparentemente saudaveis nos meses de

marc¢o de 2013 e maio de 2014, obtida com o uso da serologia.

Data  Mumias observadas em campo Testados  Positivo % de parasitismo
Mar/13 18 265 12 4,53
Mai/14 68 80 23 28,75

Os resultados dos testes serolgicos com afideos aparentemente saudaveis, mostram
que avaliar o parasitismo observado no campo, a partir da contagem unicamente de muamias é
subestimar a acdo controladora de parasitoides. Na tabela 7 podem-se observar os valores de
parasitismo observados e os obtidos em testes seroldgicos nos meses de marco de 2013 e
maio de 2014.

Tabela 7. Porcentagens de parasitismo observadas por contagem de mimias em campo e

aquela obtida analisando-se afideos aparentemente saudaveis por meio da serologia.

(%) Parasitismo obtido (%) Afideos mumificados
Meses de coleta através da serologia observados no campo (%) Parasitismo total
Mar/13 3,38 4,53 7,91
Mai/14 15,25 28,75 44

Por outro lado, as diferengas entre as porcentagens do parasitismo determinado
serologicamente e aquele obtido com a coleta de mumias no campo, pode indicar que pelo
menos uma parcela de afideos parasitados pode ter sofrido predacdo, indicando a competicéo

pelo mesmo hospedeiro e, nesse caso, com prejuizo para o parasitoide (Tabela 8).
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Tabela 8. Diferenca entre a porcentagem de parasitismo observada em campo e aquela obtida
por meio da serologia.

Meses de (%) Parasitismo obtido (%) Afideos mumificados Diferenca entre o parasitismo

coleta através da serologia observados no campo obtido e o observado (%0)
Mar/13 4,53 3,38 1,15
Mai/14 28,75 15,25 13,5

5.3 - Teste do antissoro em Coccinelideos.

Testes serolégicos foram feitos com 485 coccinelideos utilizando-se o antissoro
AsAe22 procurando-se evidenciar o possivel consumo indireto, por esses predadores, do
parasitoide A. ervi no interior do afideo A. pisum. Harmonia axyridis foi a espécie mais
abundante com 270 exemplares testados, seguida de Hippodamia convergens com 123 e
Cycloneda sanguinea com 92 exemplares. Os resultados foram positivos em 52 (10,72%) das
reacOes, sendo 14,44% com H. axyridis seguido por H. convergens e C. sanguinea com 6,5%

e 5,43% respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9. Reacdes seroldgicas entre os antigenos obtidos pela maceracdo dos coccinelideos

Harmonia axyridis, Hippodamia convergens, Cycloneda sanguinea, e 0 antissoro AsAe22.

Coccinelideos N de individuos testados Reacdes positivas % de resultados positivos

H. axyridis 270 39 14,44
H. convergens 123 8 6,5

C. sanguinea 92 5 5,43
Total 485 52 10,72

Na figura 24 pode-se observar as linhas de precipitacdo resultantes das reacdes
serologicas entre 0s antigenos obtidos pela maceracao de diferentes espécies de coccinelideos,
H. axiridis (AgHax); H. convergens (AgHcon), Cycloneda sanguinea (AgCs), o afideo A.
pisum (AgAp) com o antissoro AsAe22. O resultado dessas reagdes revela que apenas com A.

pisum o resultado foi negativo. Provavelmente esse afideo ndo estava parasitado.
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Figura 23. Reacdes seroldgicas de dupla difusdo em agar entre trés diferentes espécies de
coccinelideos, H. axyridis, H. convergens e C. sanguinea, o afideo A. pisum com o antissoro
AsAe22.

Obrycki & Kring (1998) citam que muitos coccinelideos, entre eles H. axyridis, H.
convergens e C. sanguinea, se alimentam de diversos tipos de presas, podendo causar assim
uma perturbacdo do controle bioldgico. Brown et al. (2015) verificaram em sua analise que H.
axyridis se utiliza de predacdo intraguilda, alimentando-se de diversas outras espécies de
predadores como: A. decempunctata, A. bipunctata e E. bateatus. No presente trabalho,
observou-se também predacéo intraguilda entre as trés espécies de coccinelideos testadas e o
parasitoide A. ervi.

Rondoni et al. (2014b) verificou o IGP entre duas diferentes espécies de coccinelideos,
C. septempunctata e H. variegata predadores de Aphis gossypii Glov. com o maior valor
ficando com a primeira espécie. Velasco-Hernandez et al., (2013) analisando a interacéo entre
0 predador Geocoris punctipes (Hemiptera: Lygaeidae) e o parasitoide Eretmocerus eremicus
(Hymenoptera: Aphelinidae), descobriram que o primeiro preda o segundo, apesar de preferir
ninfas ndo parasitadas do Hemiptera Tryaleurodes vaporariorum (Hemiptera: Aleyrodidae).

A dieta dos coccinelideos utilizados no experimento anteriormente a coleta, ndo foi
levada em consideracdo, porém de acordo com Ingels et al., (2015) isto pode também
influenciar a capacidade de predagdo, sobrevivéncia, tempo de desenvolvimento e até mesmo
a IGP dos espécimes como mostra em seu artigo com H. axyridis.
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DiscussOes sobre IGP costumam assumir que as presas tém qualidades nutricionais
similares para o predador IG. Bilu & Coll (2009) sugeriram que predadores generalistas néo
distinguiam entre um afideo saudavel e um afideo parasitado. Estudos mais recentes
demonstraram que predadores podem ingerir presas com diferentes qualidades nutricionais.
Componentes da mesma guilda tem maior quantidade de nitrogénio em seu corpo, sendo
assim, predadores podem preferencialmente se alimentar destes para aumentar a quantidade
de nitrogénio absorvido. O mesmo autor afirmou que afideos parasitados constituiam um
alimento inferior para Cycloneda undecimpunctata principalmente pelo tempo despendido na
alimentacdo, que aumentava de acordo com o desenvolvimento do parasitoide, e com iSso 0
predador se alimentava de menor quantidade de presas. Porém apesar deste resultado, o autor
ndo distinguiu diferencas na escolha do predador por afideos saudaveis ou parasitados.

Meisner et al., (2011) encontrou resultados opostos ao anterior ao observar que H.
axyridis preferia se alimentar de afideos parasitados por A. ervi do que afideos saudaveis. Mas
em contraste, 0 parasitoide evita locais com tragcos quimicos de H. axyridis, ovipositando
muito menos em afideos que estejam nos locais marcados, mitigando com isso 0s riscos de
IGP por mudanca comportamental. Este fato pode ter interferido nos resultados das reacdes
seroldgicas observados no presente trabalho.

Os testes seroldgicos também foram realizados com larvas e pupas de H. axyridis
(tabela 10). Das 58 larvas testadas, 12 reagiram positivamente com 0 antissoro AsAe,
compreendendo 20,69% de reacdes seroldgicas positivas. A figura 25 mostra algumas dessas

reacoes.

Tabela 10. Formas jovens de Harmonia axyridis testados quanto a ocorréncia de tragos de

Aphidius ervi em seu conteudo estomacal.

Coccinelideos Testados  Positivo  Negativo % de resultados positivos
H. axyridis (L) 58 12 46 20,69
H. axyridis (P) 24 0 24 0,00

Total 82 12 70 14,63
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Figura 24. Testes serologicos de dupla difusdo em agar mostrando reacfes positivas entre o
antissoro AsAe e o0s antigenos obtidos pela maceracdo de larvas de Harmonia axyridis -
AgHax.

O resultado verificado admite inferéncias, como por exemplo: As larvas de
coccinelideos sdo predadoras mais vorazes do que os adultos, tendo assim atuacdo maior na
IGP. Outro dado a se considerar é o fato que quando os pulgdes comegaram a aumentar em
nimero, consequentemente parasitoides e coccinelideos também o fizeram, porém, como
mostra o estudo de Raymond et al., (2000), parasitoides tendem a evitar locais que contem
com a presenca de grande quantidade de coccinelideos, ou seja, a maior incidéncia de IGP por
larvas de coccinelideos pode ser talvez explicada por este fator; ao aumentar a quantidade de
coccinelideos, os parasitoides evitaram estes locais e a presenga do parasitoide na andlise
estomacal de adultos de coccinelideos foi menor do que em suas larvas. Outra hipGtese
plausivel é que o material estomacal degrada mais rapidamente em adultos do que em larvas,
fato este observado também por Ingels et al. (2013), em testes com H. axyridis.

Os resultados obtidos com larvas e adultos de coccinelideos mostram uma predagéo
intraguilda onde os predadores potencialmente podem exercer uma depressao na populagéo de
parasitoides. Em seu trabalho, Gardiner & Landis (2006) estudando a influéncia de H.
axyridis sobre populacGes de predadores rivais em laboratério e no campo demonstraram que
0 mesmo age como um predador intraguilda e pode contribuir para o declinio de espécies
predadoras e com isso afetar o controle biologico.
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Quanto a porcentagem de IGP geral, considerando adultos e larvas de coccinelideos se
alimentando de afideos parasitados, varios fatores devem ser considerados:

- Provavelmente o desenvolvimento do parasitoide ird gradualmente consumir o0s
nutrientes do afideo disponiveis para um predador (MULLINS, 2008), e os ja citados
possiveis impactos negativos a sobrevivéncia dos coccinelideos ao se alimentarem de afideos
parasitados (alimentacdo subo6tima), podem advir das ferramentas bioquimicas e fisioldgicas
usadas pelos parasitoides ainda imaturos para regular seu hospedeiro, com os efeitos dessas
ferramentas aumentando com o curso de desenvolvimento do processo de maturacdo do
parasitoide (BECKAGE & GELMAN, 2004).

Para Mullins (2008), talvez esta adequacdo alterada da dieta subdtima seja um
mecanismo de defesa indireto do parasitoide que, em condi¢des naturais reduz a competicéo e
previne os coccinelideos de eliminarem a populacdo local de parasitoides. Este conceito é
ainda novo para o estudo da dinamica da IGP e pode ajudar a explicar o funcionamento de
guildas em agroecossistemas.

Os testes com coccinelideos mostram também que pode ndo ser vantajoso 0 emprego
de coccinelideos e parasitoides ao mesmo tempo para controle de pragas, pois como visto na
tabela 9, um ndmero expressivo de coccinelideos se alimentou de afideos parasitados, apesar
dos possiveis efeitos deletérios desta alimentacdo e com isso interferindo no controle feito
pelos parasitoides. Por este motivo, acredita-se que a insercdo de parasitoides em ambientes
com grande numero de insetos praga, tende a ser menos danosa para outras espécies da

mesma guilda do que a insercdo de coccinelideos.

5.4 - Testes de alimentagdo em Hippodamia convergens.

Testes de laboratdrio foram feitos no esfor¢co de medir quanto tempo apos a ingestdo
do afideo mumificado pode ainda haver uma deteccdo do material componente do parasitoide
dentro do coccinelideo predador.

Os resultados dos testes de alimentacdo realizados em laboratério com o predador H.
convergens foram discrepantes para os diferentes intervalos de tempo apds a alimentacéo do
predador e para as diferentes quantidades de afideos que consumiram (Tabela 10). O

coccinelideo H1 esté ilustrado na figura 26.
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Tabela 11. Numero de linhas de precipitacdo observadas nos testes serolégicos com
exemplares de Hippodamia convergens alimentados com o afideo Acyrthosiphon pisum e
macerados logo apos a ingestdo (0h), 24h apds, 48h apos e 72h apds o consumo. Os tracos (--)

indicam auséncia de reacao. O sinal + indica um valor acima do mostrado.

Numero de A. pisum parasitados consumidos por cada H. convergens/tempo ap6s 0 consumo

1 2 3
Oh  24h 48h 72h  Oh  24h 48h 72h  Oh  24h 48h 72h
H1I 1 1 - - 2 2 -- -- 4+ 3 3 -
H2 2 1 1 - 2 1 1 - 3 1 1 --
H3 1 1 - - 1 1 1 -- 2 2 1 1
H4 1 - - - 2 -- -- -- 4+ 4+ 3 -

LEGENDA

Figura 25. Reacdes serologicas de dupla difusdo em agar mostrando o ndmero de linhas de
precipitacdo observadas nos testes de alimentagdo do coccinelideo H1. Onde Oh, 24h, 48h e

72h é o tempo decorrido da alimentacdo e AsAe22 é o Antissoro feito a partir de A. ervi.

ApoOs 72 horas da alimentagdo, somente em um dos testes onde houve consumo de trés
afideos houve linhas de precipitacdo (duas linhas em um dos testes e uma linha em outro).
Com isso, o tempo mé&ximo em que houve observacdo de resultados positivos foi de 72 horas.

Levando em conta este resultado, o tempo para a realizacdo do teste apds 0 consumo
da presa pelo predador e o titulo do antissoro sdo fatores que devem ser levados em conta

quando se emprega a serologia nos estudos de relagGes alimentares. Luck et al. (1988)
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observa que a taxa de metabolismo e a sensibilidade do antissoro também devem ser
considerados, assim como a temperatura a qual estdo submetidos os predadores (MCIVER,
1981).

Ingels et al. (2013) observaram como tempo habil, de oito a 52 horas para deteccédo do
material estomacal de H. axyridis.

Trabalhando com Dermaptera, Dempster (1960) ainda detectou Phytodecta olivacea
até 120 horas ap0s ter sido ingerido, na forma de larva, por seu predador, sendo que, quando
ingerida na fase de ovo ainda poderia ser detectada até 30 horas ap6s o0 consumo.

Ohiagu e Boreham (1978) utilizando a serologia para estudar a predacdo de A. pisum
por Coccinella septempunctata observaram resultados positivos até 48 horas ap0s a ingestdo
da presa pelo predador.

Sousa-Silva (1980) observou reacdes seroldgicas positivas com percevejos e aranhas
que se alimentaram de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae) sendo que os resultados
foram positivos até 96 horas depois da alimentacdo para percevejos e apenas 24 horas apds a
ingestdo para aranhas. Diferentemente de Mclver (1981) que notou resultados positivos em
aranhas até mesmo 150 horas apds a ingestao e este grande espaco de tempo pode ser devido
ao baixo metabolismo de muitos dos Chelicerata. Quinlan et al,. (1993) encontraram tracos
das presas de escorpides, até 32 dias ap0os sua ingestao.

Diferindo dos anteriores, Cassaro-Silva et al. (2001) sé conseguiram detectar tragos da
presa em aranhas nos testes realizados logo apds o consumo. Leathwick e Winterbourn (1984)
determinando os predadores de A. pisum e A. kondoi em cultura de alfafa na Nova Zelandia
observaram resultados positivos apenas até 6 horas ap6s a ingestdo dos pulgbes. Onyeka
(1983) definindo os principais predadores de Culex pipiens L. e Culex torrentium Martini
(Diptera: Culicidae) percebeu reacdes positivas até no maximo 24 horas apds o consumo.

Hagler & Naranjo, (1997) utilizando o método ELISA, notaram que predadores
menores mantém tracos de suas presas por mais tempo que predadores maiores e que o teste
ELISA decresce em qualidade de acordo com o aumento de temperatura. Explicando também
0 porqué das deteccdes em periodos apenas curtos de alguns trabalhos, Lovei et al., (1985)
realizou um estudo envolvendo jejum em larvas de Poecilus cupreus L. (Coleoptera:
Carabidae) e sua taxa de digestdo e descobriu que a taxa de declinio de material reativo
serologicamente parece ser logaritmica.

A pesquisa atual deparou-se com um limite ja descrito por Sheppard & Harwood,
(2005), que afirma que nédo se consegue precisar a quantidade de material que foi ingerida. No
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caso especifico da atual pesquisa, um coccinelideo pode ter se alimentado de mais de um
pulgdo parasitado, porém o resultado mostrado pelo experimento foi 0 mesmo para todos que
acusaram resultado positivo. Este limite foi enfrentado até mesmo por autores que utilizaram
técnicas como o PCR quantitativo (IVES et al., 1993; LUNDGREN et al., 2009). Isto se deve
principalmente ao tamanho da presa e taxa de digestdo da mesma que podem variar
grandemente. Dessa maneira, fica dificil estimar o valor ecolégico de interagdes intraguilda
como essas, pois ndo podemos comparar a quantidade predada por IGP relacionando-os a
presas extraguilda. (GAGNON et al., 2011).
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6. CONCLUSOES

> Foi possivel a producdo de antissoro para A. ervi, nove dias apds as inoculagdes, a

partir de individuos adultos.

> Os testes serologicos possibilitaram a deteccdo de parasitoides em pulgbes

aparentemente saudaveis.

> Os testes seroldgicos realizados entre antigenos obtidos pela maceracéo de diferentes
espécies de coccinelideos mostraram que esses predadores competem com o
parasitoide A. ervi pelo mesmo recurso alimentar atuando em predacéo intraguilda e
essa competicao deve ser levada em conta em Programas de Controle Bioldgico com o
emprego desses controladores.

> Os testes seroldgicos realizados entre o antissoro AsAe e os afideos aparentemente

saudaveis coletados em alfafa mostraram que o parasitismo observado a partir da
contagem de mimias em campo ndo reflete a total acdo controladora dos parasitoides.
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7. TESTE DE HIPOTESES

Ao final deste estudo, todas as hipdteses Hy foram rejeitadas.

Hipdtese 4.1

A partir de testes seroldgicos foi possivel a producéo de antissoro para A. ervi.

Hipotese 4.2

Os parasitoides puderam ser mensurados, por meio da serologia, dentro de pulgdes
aparentemente saudaveis.

Hipotese 4.3

Ao analisar o conteudo estomacal de coccinelideos através de testes serologicos, pdde-se

detectar A. ervi.
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FECHAMENTO DATESE

Os dois capitulos apresentados nesta tese permitiram a obtencdo dos seguintes itens:

Conclusoes finais do trabalho e Propostas para futuros estudos.
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CONCLUSOES FINAIS DO TRABALHO

A pluviosidade ao influenciar as populagdes de afideos, pode ter efeitos diretos na

interacdo de predacdo intraguilda entre coccinelideos e parasitoides.

Os testes seroldgicos possibilitaram a observacdo de predacdo intraguilda entre trés
coccinelideos e A. ervi e esta interacdo deve ser considerada em programas de manejo

integrado.

As analises das relacGes tritréficas realizadas no presente trabalho permitiram avaliar
que o controle do afideo A. pisum por A. ervi é subestimado quando esta populacao é

avaliada apenas por contagem das suas mumias em campo.

Os testes de laboratério realizados alimentando-se os predadores com parasitoides
permitiram determinar o tempo méaximo para a deteccao da presa, que foi de trés dias.
Desta forma os resultados seroldgicos positivos observados no presente trabalho

resultaram de atos predatérios neste intervalo de tempo.

Provavelmente o numero de afideos parasitados consumidos pelos coccinelideos é
maior do que o avaliado no presente trabalho, ja que o consumo de mais de um afideo
foi sempre contado como apenas um, uma vez que o teste serolégico ndo é

guantitativo.
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PROPOSTAS PARA FUTUROS ESTUDOS

Anaélise de sazonalidade e fatores relacionados para todos os predadores, parasitoides e
afideos ocorrentes em diferentes campos de alfafa, correlacionando-os aos dados obtidos.

Estudos seroldgicos envolvendo diferentes parasitoides e coccinelideos em outras
culturas para aumento do conhecimento deste novo campo de estudos.

Medir a taxa observada e a taxa real de parasitismo em campos de alfafa objetivando
inferir se é vantajosa a insercao de parasitoides e coccinelideos juntos para controle bioldgico.

Testar diversos outros predadores quanto a possibilidade de predacdo intraguilda na

alfafa e em outras culturas utilizando a técnica seroldgica.
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