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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo identificar a diversidade alimentar dos predadores
através do uso da serologia produzindo os antissoros especificos para as principais pragas
encontradas na cultura do milho Spodoptera frugiperda, Helicoverpa armigera, Helicoverpa zea,
Rhopalosiphum maidis. Amostras das pragas foram maceradas em solucédo salina NaCl (0,85%).
Os macerados foram centrifugados, e 0s sobrenadantes, utilizados como antigenos imunizantes
para obtencdo do antissoro. Para esse propdsito um coelho foi imunizado com 3,0 ml do antigeno
imunizante na regido do linfonddulo. Testes serolégicos homdélogos foram realizados em dupla
difusdo em A&gar. ReacOes seroldgicas homdlogas foram positivas apds sete dias ap6s da
imunizacdo do antigeno. A técnica tem sensibilidade para detectar predacdo de das quatro pragas
estudadas nesse trabalho. Os testes foram positivos para uma presa no trato digestivo do
predador até 96hs de sua ingestdo. Com relacdo ao nimero de presas ingeridas ndo houve
diferenca nas linhas de precipitacdo, apenas ficaram mais fortes e nitidas. Em laboratério a
preferéncia alimentar de Doru luteipes, Olla v-nigrum e Chrysoperla externa apresentaram
preferéncia alimentar por R. maidis e Euborellia annulipes por S. frugiperda. Nos testes onde 0s
predadores foram coletados no campo os testes serolégicos mostraram que houve uma
preferéncia alimentar de D. luteipes e O. v-nigrum por S. frugiperda. E. annulipes, H. axyridis,
E. connexa, e C. externa por pulgdo. Concluiu-se que apds uma Unica injecdo do antigeno na
regido do linfonddulo do coelho, foi possivel obter-se antissoro especifico para as pragas do

milho.



ABSTRACT

This study objective to identify the diversity of predators through the use of serology producing
specific antiserums for the main pests found in maize, Spodoptera frugiperda, Helicoverpa
armigera and H. zea, Rhopalosiphum maidis and uses it to determine their predators. Pest
samples were macerated in 0.85% saline solution. The macerated were centrifuged and the
supernatants used as immunizing antigens for obtaining antiserum. For this purpose, a rabbit was
immunized with 3.0 ml of the immunizing antigen on the lymph node region. Homologous
serological tests were performed in double diffusion in agar. Homologous serological reactions
were positive after seven days of antigen inoculation. The technique has sensitivity to detect
predation of the four pests studied in this paper. The tests were positive for a prey in the
digestive tract of the predator to 96 hours of ingestion. Regarding the number of preys, there was
no difference in the lines, they only grew stronger and sharper. In laboratory, D. luteipes, O. v-
nigrum and C. externa presented preference for R. maidis and E. annulipes for S. frugiperda. In
tests where predators were collected in the field, serological tests showed that there was a certain
food preference of D. luteipes and O. v-nigrum by S. frugiperda. E. annulipes, H. axyridis, E.
connexa and C. externa, by the aphid. After a single injection of antigen in rabbit’s lymph node

region, it was possible to get an antiserum specific for pests of corn.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é cultivado em praticamente todo o territorio brasileiro com
producdo de grdos de 206,34 milhdes de toneladas, safra de 2014/2015, 6,6% maior quando
comparada a safra anterior onde foram produzidas 193,62 milhGes de toneladas de gréos
(CONAB, 2015). Embora, o alto insumo tecnolégico aumente a producdo dos grdos, a alta
incidéncia de pragas como Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) a
ocorréncia de lagartas da subfamilia Heliothinae, Helicoverpa armigera (Hubner,1805) e
Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae) e o afideo Rhopalosiphum maidis
(Fitch, 1856) (Homoptera: Aphididae) é responsavel por grandes danos a cultura do milho no
Brasil (CZEPAK et al., 2013).

Considerada a principal praga da cultura do milho a S. frugiperda, pode reduzir de 17 a
54,49% da producdo dos grédos onde os danos ocorrem preferencialmente no cartucho da planta
de milho, e pelo consumo de grande parte da area foliar (FIGUEIREDO et al., 2006ab). Quando
0 ataque ocorre nos primeiros estagios da cultura, pode provocar a morte das plantas e reduzir o
namero de plantas por hectare. A larva alimenta-se também do colmo; pode atacar o pedinculo
da espiga, impedindo a formacdo dos grdos; danificar diretamente os gréos; ou alimentar-se da
ponta da espiga (CRUZ, 1995, 2008).

A Helicoverpa zea, conhecida como lagarta-da-espiga, causa perdas diretas por atacar 0s
gréos e indiretas pelo seccionamento dos estilos-estigma, o0 que provoca o abortamento dos
grdos. O dano que o inseto faz na semente favorece a entrada do gorgulho Sitophilus sp.
(Coleoptera: Curculionidae), da traca Sitotroga cerealella (Lepidoptera: Gelechiidae) e da mosca
Euxesta sp. (Diptera: Otitidae) (GRUTZMACHER et al., 2000). Quando a producio é destinada
a industria ou a venda "in natura”, os danos sédo mais significativos, pois estdo relacionados mais
ao aspecto visual da espiga do que a perda de peso dos gréaos (CRUZ et al., 1990). H. armigera,

até o momento era considerada praga quarentenaria, a sua primeira ocorréncia no Brasil foi
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relatada por Czepak et al. (2013). Essa praga causou prejuizos estimados em R$ 2 bilhdes, nas
duas ultimas safras do milho com incidéncia média relatada de até 96% de infestacdo nas
espigas. Isso se deve a sua habilidade em atacar grande nimero de hospedeiros, associada com a
capacidade em causar danos nas partes reprodutivas das culturas (CUNNINGHAM et al., 1999).

Apesar das perdas de produtividade por ataques de lagartas serem as que causam mais
danos econémicos para os produtores, nos Gltimos anos esses mesmos produtores de milho vém
sendo surpreendidos por altas infestagbes do R. maidis (pulgdo-do-milho), inseto até entdo
considerado de pouca importancia para esta cultura por raramente causar impacto econdémico
negativo (CRUZ et al., 2012). As altas infestacGes do afideo nesse periodo podem ter sido
desencadeadas principalmente pela estiagem que predominou nos Gltimos anos. Esta condicao,
combinada com altas temperaturas, beneficia o rapido desenvolvimento e a dispersdo deste
inseto. Além disto, a caréncia de agua € benéfica para os afideos, porque propicia um aumento na
concentracdo de nutrientes nos tecidos vegetais, principalmente aminoécidos, até o ponto no qual
a reducdo da pressdo osmdtica seja o fator limitante para a ingestdo de seiva pelo inseto (VAN
ENDEN et al., 1968)

Na tentativa de conter essas pragas, 0 aumento excessivo e uso inadequado de produtos
quimicos tem desencadeado uma série de impactos ambientais negativos. Por isso pesquisadores
e agricultores tém buscado o controle bioldgico, principalmente com o uso de predadores e
parasitoides, como uma alternativa ambientalmente correta e economicamente sustentavel para o
desenvolvimento dessa cultura (WAQUIL et al., 2002).

O reconhecimento desses controladores no ambiente é realizado, principalmente, por
meio da observacao direta do ato predatorio. No entanto, essa constatacdo pode ser limitada
devido hé vaérias dificuldades, como a interferéncia do proprio pesquisador na area amostral, pela
possibilidade de escape dos predadores noturnos e mesmo em nao se observar aqueles
predadores alojados em locais de dificil acesso para o pesquisador. Essas dificuldades podem ser

minimizadas com a utilizacdo de técnicas que permitam a identificacdo segura desses
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controladores naturais, como por exemplo, a técnica seroldgica. A serologia baseia-se em
reacOes especificas que sdo realizadas entre um antissoro obtido para uma determinada fonte
alimentar e, antigenos, resultantes da maceragdo de possiveis consumidores dessa fonte. Dessa
forma, minimiza-se a interferéncia do pesquisador na éarea de trabalho e o escape de predadores
devido aos seus héabitos noturnos ou, pelas dificuldades de serem encontrados quando
escondidos.

Atraveés das reacdes especificas é possivel identificar qual é a dieta do predador em seu
ambiente natural. Uma vez que um bom inimigo natural tenha sido identificado, ele pode ser
utilizado, sem provocar os problemas de resisténcia, como acontece com 0 uso de produtos
sanitarios (BUENO, 2000). Assim o presente trabalho teve como objetivo produzir antissoros
especificos para as principais pragas encontradas na cultura do milho S. frugiperda, H. armigera,

H. zea e R. maidis e sua utilizacdo na determinacdo de seus possiveis predadores.

2. OBJETIVO GERAL

Identificar a diversidade alimentar dos predadores através do uso da serologia produzindo

0s antissoros especificos para as principais pragas do milho.

2.1. Objetivos Especificos

1- Produzir antissoro especifico para a Spodoptera frugiperda, Helicoverpa zea, Helicoverpa
armigera e Rhopalosiphum maidis.

2- Avaliar a sensibilidade do teste ao nimero de pragas ingeridas pelo predador.

3- Avaliar a sensibilidade do teste para deteccdo da presa (horas) apds a alimentacdo do
predador.

4- Determinar em campo o tipo de alimentacdo dos principais predadores encontrados na cultura

do milho na Embrapa Milho e Sorgo- Sete Lagoas-Minas Gerais.
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3. HIPOTESES

3.1. E possivel a producio de antissoros especificos para Spodoptera frugiperda, Helicoverpa

zea, Helicoverpa armigera e Rhopalosiphum maidis.

3.2. E possivel determinar o tempo (horas) para deteccdo da presa apds a alimentacdo do

predador.

3.3. O teste tem sensibilidade para detectar o nimero de presas ingeridas.

3.4. Pode-se detectar a presenca de Spodoptera frugiperda, Helicoverpa zea, Helicoverpa

armigera e Rhopalosiphum maidis no contetdo estomacal de predadores coletados no campo.

4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 Serologia

Os testes seroldgicos sdo o método mais usado pelos fitopatologistas na deteccdo de
agentes patogenicos, principalmente virus, mas também, por vezes, para fungos e bactérias por
se tratar de técnicas simples e praticas que se baseiam na reacdo especifica entre antigenos e
anticorpos (CLARK & ADAMS, 1977). Um antigeno é qualquer substancia capaz de induzir
uma resposta imunologica quando introduzida num animal vertebrado (VAN
REGENMORTEL,1982; MERNAUGH et al., 1990). A resposta imunolédgica de um animal
vertebrado a presenca de antigenos estranhos é a producédo de anticorpos (MATTHEWS, 1991).

Os anticorpos sdo proteinas pertencentes ao grupo das imunoglobulinas capazes de se
ligar aos antigenos por reconhecimento do determinante do antigeno que lhe deu origem (VAN

REGENMORTEL, 1982; MERNAUGH et al., 1990). Assim, os anticorpos encontrados num
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antissoro (soro ap6s imunizagdo) formam uma populagdo heterogénea de imunoglobulinas, que
se distinguem pelas suas propriedades fisicas, quimicas e seroldgicas (MATTHEWS, 1991).

Os antissoros sdo produzidos através da imunizacdo de animais com antigenos (por
exemplo virus) total ou parcialmente purificados (BERCKS et al, 1972) ou com moléculas
(proteinas, glicoproteinas, lipoproteinas e carboidratos) que sejam estranhas ao animal (GIBBS
& HARRISON, 1976).

A técnica seroldgica baseia-se na possibilidade de reagGes especificas entre antigenos e
antissoros. Nos estudos de predacdo, o antissoro € obtido para a praga que se quer investigar, e
0s antigenos, para 0s agentes controladores dessa praga. Estes inimigos naturais séo
frequentemente determinados por observacdo direta no campo. Por outro lado, técnicas de
imunoensaio como Sorologia mostram-se vantajosas sobre a observacdo direta porque
minimizam a interferéncia do pesquisador no ambiente e ndo descartam predadores noturnos. Por
sua vez serologia é mais barata, pois ndo exige equipamentos sofisticados, fornece resultados
estaveis e conteudo ilimitado de anticorpos que permitem a investigacdo de um grande nimero
de inimigos naturais, tem alta especificidade, permitindo o reconhecimento biolégico 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).

Os primeiros testes seroldgicos foram baseados na precipitacdo direta dos antigenos por
mistura com anticorpos especificos (teste de precipitina). Mais tarde verificou-se que a
precipitacdo podia ser feita por mistura de gotas de antigeno e antissoros em laminas de vidro,
sendo o aparecimento de flocos tipicos da reacdo, facilmente observados ao microscopio de luz,
em fundo escuro (SEQUEIRA, 1992). Leone (1947) utilizou testes de precipitina através do
método de titulacdo e medicdes eletroforéticas da turbidez das reacfes, usando macerados de

insetos. Assim pode relacionar a posigéo sistematica das espécies comparadas com a intensidade
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das reacOes de precipitina e discutir a validade do uso de macerados de organismos Vvivos
inteiros.

O uso da dupla difusdo em gel de &gar foi introduzido por Ouchternlony (1948), nesse
processo antigenos e anticorpos difundem-se no gel de Agar e, quando se encontram em
proporcdes 6timas para reagir, formam-se linhas de precipitacdo, constituidas pelo complexo
antigeno-anticorpo. Atuam como barreira imunoespecifica permitindo apenas a difusdo de
antigenos e anticorpo ndo relacionados. Se varios antigenos regirem com soro contendo
anticorpos especificos para um deles, a formacdo de uma linha continua de precipitagdo traduz
identidade seroldgica entre antigenos enquanto que, se formar um espordo ou por¢cdo que se
destaca da linha principal de precipitacdo, ha relacdo seroldgica, mas ndo identidade
(SEQUEIRA, 1992).

Por se tratar de uma técnica altamente sensivel e especifica a serologia tem se mostrado
viavel para a determinacdo das relacfes alimentares entre presa e predador e vem sendo utilizada
por diversos autores para a determinacgéo de predadores de uma determinada presa. DEMPSTER
(1960) estudou a relagdo alimentar dos predadores do Phytodecta olivacea Foster (Coleoptera:
Chrysomelidae), em 1963 o mesmo autor determinou as presas naturais de trés espécies de
Anthocoris (Heteroptera: Anthocoridae). Rothschild (1966) tentou relacionar o parasitismo e a
predacdo com a mortalidade de ninfas e adultos de Conomelus anceps Germar (Hemiptera:
Delohacidae).

Titova (1970) observou as interelagcdes entre Eurygaster integriceps Put (Hemiptera:
Scutelleridae) e outros artrépodes. Sutton (1970) utilizou-se do 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 Rhopalosiphum padi (Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Aphididae).

Murray & Solomon (1978) determinaram as rela¢6es alimentares entre invertebrados predadores
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e obtiveram vestigios de Panonychus ulmi (Koch) (Acarina: Phytoseiidae) e de Phopalosiphum
insertum (Walker) (Hemiptera: Aphididae) presentes em predadores anthocorideos.

Ohiagu & Borehan (1978) utilizaram a serologia para determinar as relagcdes presa-
predador em insetos, e determinaram o tempo de deteccdo de Acyrtophon pisum (Hemiptera:
Aphididae) presentes no estdmago do coccinelideo Coccinella septempunctata (Coleoptera:
Coccinelidae). Ressaltaram a simplicidade e eficicia dos testes seroldgicos de precipitina na
avaliacdo das relagdes presa-predador, chamando a atencdo para a possibilidade de estabilidade
dos reagentes por até trés semanas a 4°C.

Sousa-Silva (1980) utilizou a serologia para estuda os predadores da broca da cana-de-
acucar Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae). Hance & Grégoire-Wibo (1983) relataram
o regime alimentar de carabideos (Coleoptera: Carabidae) através de testes seroldgicos
estudando Megoura viviae e Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae). Calver (1984) realizou
uma revisdo dos métodos imunoldgicos para a determinacdo das dietas alimentares para a
identificacdo de animais e plantas ingeridos por vertebrados e invertebrados. Estudos sobre a
utilizacdo de Deois flavopicta (Stall, 1954) (Homoptera: Cercopidae) no preparo de antissoros
especificos e a determinacdo de predadores de D. flavopicta foram realizados por Sousa-Silva et
al. (1988, 1990). Boraei et al. (2005) estudaram no Egito as relagdes alimentares entre insetos
praga e os artropodes predadores utilizando a serologia como método complementar.

Santos-Neto et al. (2010) obtiveram antissoro especifico capaz de indicar os principais
predadores de Spodoptera frugiperda. Dentre as espécies coletadas do milho: Lagria villosa
Fabricius (Coleoptera: Lagriidae) e Lygaeidae (Hemiptera) foram identificadas como possiveis

predadores da lagarta-do-cartucho.
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4.2. Cultura do Milho (Zea mays) no Brasil

Atualmente o Brasil é o 3° maior produtor de milho no mundo e segundo dados do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos a estimativa para produ¢do mundial do grdo na
safra 2014/15 é de 999,4 milhGes de toneladas. Se confirmadas as previsdes para a safra que se
encerra, entre os ciclos 2004/05 e 2014/15 o crescimento de producdo da cultura sera de 39,4%.
Os trés maiores produtores mundiais s&o EUA, China e Brasil, nessa ordem. O consumo mundial
de milho estimado para a safra 2014/15 é de 970,8 milhdes de toneladas, com os trés maiores
consumidores tambeém sendo EUA, China e Brasil. Estima-se que 60% do consumo mundial de
milho seja destinado para fabricacéo de racgdes, utilizadas na alimentagdo animal (USDA, 2015).

A producdo de milho no Brasil tem sido dividida em duas épocas de plantio. A primeira
safra, ou plantios de verdo, onde sao realizados na época tradicional, durante o periodo chuvoso.
Varia entre fins de agosto na regido Sul até os meses de outubro/novembro no Sudeste e Centro-
Oeste (no Nordeste este periodo ocorre no inicio do ano). Contudo, tem aumentado a producao
obtida na chamada "safrinha", ou segunda safra. A "safrinha" se refere ao milho de sequeiro,
plantado extemporaneamente, em fevereiro ou marco, quase sempre depois da soja precoce,
predominantemente na regido Centro-Oeste e nos estados do Parand e Sdo Paulo (CONAB,
2013).

Sua importancia econémica esta relacionada as varias formas de utilizacdo, da
alimentacdo animal a industria de alta tecnologia. Seu uso em grdo na alimentagdo animal
representa a maior parte do consumo, sendo que no Brasil varia de 70% a 90% da producéo total.
Embora o percentual destinado a alimentacdo humana ndo seja tdo grande em relacdo a sua
producéo, o milho € um cereal de grande importancia, principalmente para a populacdo de baixa
renda. Também possui grande importancia social, principalmente porque no Brasil a maioria dos
seus produtores ndo utiliza novas tecnologias, ndo possui grandes extensdes de terras e depende

de sua producéo para viver (CRUZ et al., 2011).
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Apesar de estar entre os trés maiores produtores de milho do mundo, o Brasil ndo se
destaca na produtividade média. Dentre os inUmeros fatores que interferem na producéo, como
tipo e fertilidade do solo, clima, armazenamento e transporte, o que causa maior dano econdmico
é 0 ataque de insetos-praga durante praticamente todo o ciclo da cultura (SANTOS et al., 2006).
Nesse cenario, um dos fatores que contribui para as altas produtividades é o manejo adequado
das pragas e doengas que assume grande importancia durante as fases vegetativa e reprodutiva da
cultura. Atualmente, h&a mais de 40 espécies de insetos-praga e 25 doencas associadas a cultura
do milho no Brasil (AGROFIT, 2010). Dentre os insetos-praga que atacam a cultura destacam-se
S. frugiperda, considerada a praga de maior dano econdémico para o milho. Mas atualmente as
lagartas H. armigera e H. zea e o afideo R. maidis tem causado também grandes danos a cultura
do milho no Brasil (CRUZ et al., 2006; CZEPAK et al., 2013).

O método de controle mais usado pelos produtores sdo os inseticidas (produtos quimicos
sintéticos), que além de agressivos ao meio ambiente, ndo apresentam eficiéncia quando néo
aplicados corretamente (VENDRAMIM, 1997; ROEL et al., 2000). Assim seu uso incorreto tem
diminuido sua eficiéncia, forcando os produtores a aumentar 0 nimero de aplicagdes desses
produtos e como consequéncia, 0 surgimento de populagdes de insetos resistentes a esses
inseticidas.

O consumo anual de agrotoxicos no Brasil tem sido superior a 300 mil toneladas de
produtos comerciais, enquanto no mundo séo usados aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas
de agrotdxicos. Expresso em quantidade de ingrediente-ativo (i.a.), sdo consumidas anualmente
cerca de 130 mil toneladas no pais; representando um aumento no consumo de agrotéxicos de
700% nos ultimos quarenta anos, enquanto a area agricola aumentou 78% nesse periodo
(SPADOTTO et al., 2004).

Nas vendas totais de defensivos, a participacdo percentual dos inseticidas aumentou de
37% em 2012 para 40% em 2013, atingindo a casa dos US$ 4,554 bilhGes. J& o mercado de

herbicidas cresceu 19%, ou US$ 3,739 bilhdes, e os fungicidas registraram aumento de 5%

19



totalizando US$ 2,592 bilhdes. Os acaricidas e outros produtos somaram crescimento de 18% e
13%, movimentando, respectivamente, US$119 milhdes e US$ 450 milhdes (SINDIVEG, 2014).

Assim emprego de estratégias de manejo integrado deve ser inserido nos programas de
controle da lagarta-do-cartucho, com a finalidade de obtencdo de resultados econdmicos e
ecoldgicos favoraveis. Dentre essas estratégias, a utilizacdo de plantas resistentes € bem
conhecida pelas suas vantagens bioldgicas e ambientais (HAMM & WISEMAN, 1986). E o
controle biolégico com a utilizacdo de parasitoides, predadores e entomopatdgenos, que podem
de forma eficiente controlar o inseto no campo abaixo do nivel de dano econémico, se usado de
forma adequada. Algumas caracteristicas que os tornam t&o eficientes no controle biolégico séo
a especificidade, compatibilidade com os outros inimigos naturais e seguranca aos humanos

(ENTWISTLE & EVANS, 1985).

4.3. Principais pragas da cultura do milho

4.3.1. Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda é conhecida como praga de milho desde
1797, na Gedrgia, Estados Unidos, e foi descrita originalmente como Phalaena frugiperda e teve
seu nome cientifico alterado varias vezes (CRUZ, 1995). E considerada praga de importancia
mundial, por atacar diferentes plantas de interesse agricola, como o algoddo (Gossypium
hirsutum L.), o arroz (Oryza sativa L.), 0 sorgo e o milho (YU et al., 2003; ROJAS et al., 2004),
sendo a principal praga dessa ultima cultura, no Brasil. Em condigdes favoraveis, pode reduzir de
17 a 54,49% da producéo dos gréos desse cereal (FIGUEIREDO et al.,2006b).

Com 35mm de envergadura o adulto de S. frugiperda possui coloracdo cinza e asas
posteriores de coloracdo clara, circundadas por linhas marrons. Dependendo das condicGes

ambientais, as fémeas podem ovipositar em torno de 13 posturas, com 100 ovos, sendo 0s ovos
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colocados em grupos (CRUZ, 2008). A lagarta de S. frugiperda, com coloragdo que pode variar
de verde a quase preta, apresenta seis estadios e até 35 mm de comprimento. O ciclo total dura
cerca de 30 dias no verdo, podendo atingir 50 dias nos meses mais frios; o periodo larval e a fase
de pupa duram, aproximadamente, 14 e 10 dias, respectivamente (CRUZ, 1995, 2008) (Figura

1).

A 05a335cem

Figura 1. (A) Larvas; (B) Pupa; (C) Adulto de Spodoptera frugiperda. [Foto: Embrapa Milho e
Sorgo].

O ataque por S. frugiperda ocorre preferencialmente no cartucho da planta de milho, pelo
consumo de grande parte da area das folhas antes da abertura destas. Se o0 ataque ocorrer nos
primeiros estagios da cultura, podera provocar a morte das plantas e reduzir o nimero de plantas
por hectare (WAQUIL et al., 1982). A larva de S. frugiperda pode, ainda, alimentar-se do colmo;
seccionar a base da planta; atacar o pedunculo da espiga, impedindo a formacdo dos gréos;
danificar diretamente os grdos; ou alimentar-se da ponta da espiga (CRUZ, 1995, 2008). A
importancia de S. frugiperda deve-se ndo somente aos danos provocados, mas especialmente a
dificuldade de seu controle. Por isso, torna-se imprescindivel o conhecimento dos parametros
populacionais da praga, como seu padrdo de dispersdo na cultura, a fim de se desenvolverem

taticas mais econdmicas e sustentaveis de controle (SANTOS et al., 2004).
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O controle da lagarta-do-cartucho, tem sido por meio de pulverizacgdo de inseticidas, com
granulados aplicados no cartucho (WAQUIL et al., 1982; CRUZ & SANTQOS, 1984) ou via
tratamento de sementes (CRUZ et al., 1999). O controle cultural, através do revolvimento do
solo, também é recomendado, pois pode promover mortalidade de 35 a 50% de pupas deste
lepiddptero (CRUZ, 1995), cuja fase de pupa ocorre no solo.

Atualmente hd um aumento da procura por novas alternativas de controle da lagarta-do-
cartucho. O Controle Bioldgico visa encontrar na propria natureza, insetos denominados de
inimigos naturais que, além de ndo prejudicarem as lavouras, alimentam-se de ovos e larvas
dessa praga. Usado de maneira correta faz o mesmo efeito que o método quimico, com a
vantagem de ser permanente, ndo poluir o meio ambiente e n&o oferecer risco ao aplicador. Mas
para isso € preciso conhecer a relacdo alimentar predador-presa, pois existem predadores

generalistas e especificos (CRUZ, 1995).

4.3.2. Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae)

Helicoverpa zea, conhecida como lagarta-da-espiga-do-milho, é também considerada
uma das pragas de maior importancia econémica para a cultura do milho em nivel mundial.
Espécie polifaga, incluindo como hospedeiros além do milho, outras gramineas, solanéceas,
leguminosas, frutiferas e hortalicas, o que dificulta a implantagdo de um programa de manejo
integrado do inseto (GIOLO et al., 2006). No Brasil, a importancia da praga para a cultura do
milho, pode ser verificada com incidéncia média relatada de até 96% de infestacdo nas espigas.
Carvalho (1980) constatou que as infestacdes de H. zea sdo de até 96,3% das espigas, causando
danos de até 8,4%, com 2,1% em consequéncia de grdos consumidos, 2,0% de grdos podres e

4,3% de falhas na granacéo das espigas (Figura 2).
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Figura 2. (A) Ovos; (B) Lagarta, (C) Adulto de Helicoverpa zea. [Foto: Embrapa Milho e
Sorgo].

O adulto de H. zea é uma mariposa com as asas anteriores amarelo-parda, com uma faixa
transversal mais escura, apresentando também manchas escuras dispersas sobre as asas. As asas
posteriores sao mais claras, com uma faixa nas bordas externas. A fémea fecundada pde o ovo de
preferéncia nos estilos-estigma. Os ovos, esféricos e com saliéncias laterais (1 mm de didmetro)
sdo depositados individualmente até 15 por espiga (CRUZ, 2009). A eclosdo das lagartas ocorre
em um periodo de trés a quatro dias, e imediatamente comecam a alimentar-se dos estilo-
estigmas.

A medida que se desenvolvem, penetram no interior da espiga e iniciam a destruico dos
grdos ainda em formacdo. A lagarta completamente desenvolvida mede 35 mm e possui
coloracdo entre verde-claro, rosa, marrom ou quase preta, com partes mais claras. O periodo
larval varia entre 13 e 25 dias dependendo da temperatura. Findo o periodo larval, as lagartas
saem da espiga e vao para o solo, onde se transformam na fase de pupa (10 a 15 dias) (CRUZ,

2009).
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H. zea é conhecida por trés formas de ataque na cultura: destruicdo dos estilo-estigmas,
impedindo a fertilizagcdo e, como consequéncia, falhas na producdo de grdos do ponteiro das
espigas. Quando desenvolvida, alimenta-se de gréos leitosos, destruindo-os e, finalmente, os
orificios deixados pela saida das lagartas das espigas, por ocasido da empupacdo no solo,
facilitam a penetracdo de microrganismos que podem causar podriddes (GASSEN, 1996). Causa
perdas diretas por atacar os grdos e indiretas pelo seccionamento dos estilos-estigma, o que
provoca o abortamento dos grdos. Os prejuizos ocasionados por esse inseto sdo ainda mais
elevados, em milho semente, pois sdo gendtipos altamente suscetiveis por serem materiais
homozig6ticos ndo apresentarem heterose, e terem baixa produtividade (RODRIGUEZ-DEL-
BOSQUE et al., 2012).

O controle de H. zea se faz quase que exclusivamente mediante emprego de inseticidas,
sendo esse método antiecondémico e de muito baixa eficiéncia. Isto se deve ao fato das lagartas
encontrarem-se protegidas no interior das espigas. Além disso, provoca um efeito negativo no
equilibrio biolégico existente entre 0 inseto-praga e seus inimigos naturais, € 0 mau uso dos
agrotoxicos acaba também por forcar a selecdo de populaces mais resistentes (CRUZ, 2002).

Em éreas de producdo de milho semente, o controle quimico é ainda mais dificultado. O
processo de despendoamento coincide com o periodo de aplicagdes de inseticidas para controle
da praga, o que limita a entrada de trabalhadores para a realizacdo desta operagdo. A nao
aplicacdo ocasiona perdas no rendimento final de sementes. Seu controle é dificil uma vez que
ao eclodirem dos ovos, penetrarem nas espigas pelo conjunto de estilo-estigmas. Na maioria dos
casos, as perdas causadas pelo seu ataque nas espigas sdo inevitaveis devido a baixa eficiéncia de
medidas de controle, tornando esta pratica antieconémica (RUMMEL et al., 1986). Em milho
doce, o nivel de dano econdmico aceitdvel € minimo, ja que a qualidade visual do produto é
primordial, e os produtores chegam a aplicar inseticidas a intervalos de 24 ou 48 horas, até os

estiloestigmas estarem todos secos (PITRE et al., 1979; MATRANGOLO et al., 1998)
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4.3.3. Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae)

No Brasil, a H. armigera j& causou danos significativos para os produtores rurais,
ocasionando prejuizos estimados em R$ 2 bilhdes, nas duas ultimas safras com incidéncia média
relatada de até 96% de infestacdo nas espigas. Czepak et al., (2013) relataram a primeira
ocorréncia de lagarta no Brasil, que até o momento era considerada uma praga quarentenaria.
Foram observadas primeiramente nos Estados de Goias, Bahia e Mato Grosso, nas culturas da
soja e algodéo.

E um inseto holometabolo (Figura 3), as fémeas realizam a oviposicido normalmente
durante o periodo noturno e colocam seus ovos, de coloracdo branco-amarelado, de forma
isolada ou em pequenos agrupamentos na face adaxial das folhas ou sobre os talos, flores, frutos
e brotacOes terminais com superficies com pelos (MENSAH, 1996). O periodo de incubacdo dos
ovos é, em média, de 3,3 dias e o periodo larval com seis instares podem durar de 3 a 4 semanas

(EPPO,1981).

Figura 3. (A e B) lagartas; (C) Macho e Fémea de Helicoverpa armigera, escala de 3,0 cm.
[Foto: (A e B) Embrapa Milho e Sorgo; (C) Cecillia Czepak].

O periodo larval de H. armigera € de seis distintos instares onde 0s primeiros apresentam
coloracdo que pode variar de branco-amarelada a marrom-avermelhada. A medida que as larvas
crescem, apresentam listras de coloracdo marrom lateralmente no térax, abdémen e na cabeca,

podendo o tipo de alimentacdo utilizado pela lagarta influenciar na sua coloracdo (ALI &
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CHOUDHURY, 2009). De acordo com Karim (2000), H.armigera pode entrar em diapausa
dependendo das condicGes climéticas e sua fase de pupa ocorre no solo. O adulto apresenta uma
linha com sete a oito manchas sobre as margens das asas anteriores e uma faixa marrom ampla,
irregular e transversal logo acima, tendo ainda, na parte central, uma marca em forma de virgula.
As asas posteriores sdo mais claras, apresentando na extremidade apical uma borda marrom
escura, com uma mancha clara no centro. O dimorfismo sexual é detectado nos machos no
primeiro par de asas de cor cinza esverdeado e nas fémeas pardo alaranjado (EPPO 1981, 1996).

H. armigera € uma espécie que apresenta boa mobilidade e alta capacidade de
sobrevivéncia, mesmo em condi¢des adversas (FITT, 1989). Possui grande poder de dispersdo
onde os adultos apresentam movimentos de longo alcance, podendo chegar a 1.000 km de
distancia (PEDGLEY, 1985). Altamente polifaga, a H. armigera apresenta a capacidade de se
desenvolver em diversas plantas hospedeiras. Ha registros de danos da lagarta em mais de 100
espécies de plantas, cerca de 45 familias, incluindo Asteraceae, Fabaceae, Malvaceae, Poaceae e
Solanaceae (ALl & CHOUDHURY, 2009; FITT,1989; POGUE, 2004).

No Brasil, as maiores taxas de ataque da H. armigera e danos econdmicos causados, tém
sido observadas nas culturas de algodao, milho, soja, feijdo, tomate e sorgo. As lagartas podem
se alimentar de folhas e hastes das plantas, botdes florais, frutos, macas, espigas e
inflorescéncias. Podendo a planta apresentar deformacdes ou podriddes nestas estruturas ou até
mesmo a sua queda em consequéncia do ataque. A associacdo de dois importantes fatores: a
habilidade de atacar grande nimero de hospedeiros e a capacidade de H. armigera causar danos
nas partes reprodutivas das culturas faz com que essa praga tenha grande importancia econémica
(CUNNINGHAM et al., 1999)

Um grande surto H. armigera foi registrado na safra 2011/2012, regi&o oeste da Bahia,
especialmente no algodoeiro, com perdas de até 80% da producéo desta cultura. Culturas como a
soja e 0 milho, também foram atacadas por essa praga na ocasido. Na safra 2012/2013 também

houve grande ataque da H. armigera, nos cultivos da Bahia, lavouras de soja irrigada, algodao e
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feijdo, quando os produtores tiveram que realizar varias aplicacdes de inseticidas para o seu
controle. Faz-se necessario conhecer a dindmica populacional do inseto, entender os principais
fatores ambientais ou biolégicos que podem interferir positivamente ou negativamente no seu
desenvolvimento para se tentar um controle eficiente de lagartas de H. armigera nos sistemas de
producdo. Uma das estratégias de manejo dessa praga seria 0 monitoramento efetivo de ovos,
lagartas, pupas e de adultos de H. armigera, o uso de plantas resistentes, o controle cultural e o
controle biolégico (FATHIPOUR & SEDARATIAN, 2013).

H. armigera é uma praga exotica para o Brasil e pesquisas deveriam ser direcionadas com
0 objetivo de buscar inimigos naturais que sejam eficientes para serem utilizados como agentes
biolégicos de controle nos sistemas de producdo agricolas. Fathipour e Sedaratian (2013),
relataram 36 parasitoides, 23 predadores e 9 patdgenos associados as formas imaturas de H.
armigera, sendo constatados niveis de controle biologico natural por estes inimigos naturais,
variando de 5% a 76%, dependendo da cultura e do estdgio de desenvolvimento da praga. No
Estado do Parand foi observada uma elevada ocorréncia de parasitismo em lagartas de
Helicoverpa, em milho safrinha de 2013. Cerca de 50% das lagartas coletadas presentarem-se
parasitadas por moscas da familia Tachinidae. Os resultados evidenciam o alto potencial de
controle biolégico natural que pode ser explorado, especialmente quando se utilizam métodos de

controle seletivos para o manejo de H. armigera (AVILA et al., 2013).

4.3.4. Rhopalosiphum maidis (Fitch, 1856) (Hemiptera: Aphididae)

A liberagdo comercial, a introducdo da tecnologia dos transgénicos e o plantio de milho
Bt tém contribuido para uma mudanca na redistribuicdo da importancia econdmica das espécies-
pragas no milho. Sdo as lagartas, especialmente a lagarta-do-cartucho, o principal alvo das
cultivares de milho Bt no Brasil. Com acéo imediata a populacéo de lagartas é reduzida em seus
primeiros instares. No entanto a auséncia de competicdo intraespecifica oferece condigdes

propicias para a ocupacdo e permanéncia de outras espécies na cultura como o afideo
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Rhopalosiphum maidis, que pode se transformar em praga chave da cultura do milho Bt (CRUZ
etal., 2012).

Esse afideo (Figura 4) pode ocasionar grandes perdas a cultura, pois ao sugar a seiva
provoca o definhamento geral da planta, resultando em folhas encarquilhadas, amareladas,
enroladas e recobertas por “honeydew”, o que favorece o desenvolvimento de fumagina,
afetando, assim, a atividade fotossintética da planta (CRUZ et al., 2006). Em plantas isoladas
inicia-se a infestacdo por esse afideo, dispersando-se em reboleiras na lavoura durante o periodo

vegetativo e, principalmente, proximo ao langamento do penddo (GASSEN, 1996).

09a20mm

Figura 4. (A) Adultos e ninfas de R. maidis; (B) Planta de milho infestada com Rhopalosiphum
maidis; (C) Planta doente. [Foto: Embrapa Milho e Sorgo].

Possui uma coloracdo verde-amarela para verde oliva escuro, por vez verde azulada,
polvilhados com cera, com siflnculos escuros curtos. As formas apteras medem cerca de 1,5 mm
de comprimento e as formas aladas sdo menores e possuem dois pares de asas. Com seu aparelho

bucal picador-sugador tem preferéncia por folhas mais novas das plantas de milho. Vivem
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principalmente no cartucho das plantas, em coldnias e, quando em grande namero, podem se
espalhar por outras partes, desde o colmo até aos 6rgéaos reprodutivos. As formas épteras e aladas
sdo constituidas por fémeas, com reproducdo partenogénica telitoca (OLIVEIRA et al., 2003).

O pulgdo também ¢é vetor do “potyvirus”, agente causal do mosaico comum, que pode
provocar grandes prejuizos a cultura do milho (OLIVEIRA et al., 2003; WAQUIL et al., 1996) A
transmissao do virus pelo afideo é do tipo ndo persistente, ou seja, é liberado com a secrecdo
salivar durante a alimentacdo (OLIVEIRA et al., 2003). Os sintomas dessa virose normalmente
apresentam-se em padrdo do mosaico, caracterizando-se pela presenca, nas folhas, de manchas
verdes entremeadas por manchas amareladas, que podem ser observadas na lamina e bainha de
todas as folhas, e na palha das espigas que se desenvolvem apos a infeccdo. Algumas vezes as
plantas podem se apresentar levemente enfezadas. Esses sintomas sdo claramente visiveis em
plantas jovens e tendem a desaparecer a medida que elas se tornam adultas.

No que se refere as medidas de controle, pesquisas mostram que a aplicacdo de inseticida
para o controle dos pulgdes ndo é uma medida eficiente para o controle da doenca. Porém, a
utilizacdo de cultivares resistentes é considerada uma eficiente alternativa de controle

(OLIVEIRA et al., 2003).

4.4. Predadores

4.4.1. Doru luteipes (Scudder,1876) (Dermaptera: Forficulidae)

As “tesourinhas” receberam esse nome por possuirem cercos grandes em forma de pinga.
Em algumas espécies, as pincas dos machos oferecem variagdes consideraveis no tamanho e na
forma, observando-se assim, dimorfismo sexual. Alem disso, os cercos sdo utilizados como
armas de defesa e de ataque, facilitam a arrumacéo das asas sob os élitros e a aproximacgédo dos

insetos na copula. As pecas bucais sdo do tipo mastigador, os adultos geralmente tém quatro
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asas; sendo as anteriores curtas, coriaceas e sem nervuras, e as posteriores (quando presentes)
sdo membranosas, arredondadas e com nervuras, e quando em repouso sdo dobradas para cima
sob as asas anteriores. Os tarsos possuem trés segmentos, sendo que ha algumas espécies
completamente apteras (TRIPLEHORN & JONNSON, 2010).

Doru luteipes é de pequeno porte, variando pouco mais de 13 mm. O abdome é preto,
com 11 segmentos, sendo oito visiveis. A cabeca e 0 pronoto sdo pretos com margens laterais
amarelas (Figura 5). O periodo ninfal dura em média 44 dias, passando por quatro instares, sendo
a fase adulta a mais longa com mais de 300 dias em laboratorio (REIS et al., 1988). Ninfas e
adultos de D. luteipes tém demonstrado alto potencial como agente de controle bioldgico de S.
frugiperda, H. zea e de afideos que sdo pragas de importancia econémica na cultura do milho

(PICANCO et al., 2003).

Figura 5. (A) Macho de Doru luteipes; (B) Fémea de Doru luteipes; (C) Fémea com ninfas.
[Foto: Redoan, A. C.].

Reis et al. (1988), relataram que a tesourinha é capaz de predar na fase de ninfa, 13 ovos
e 12 lagartas de primeiro instar de S. frugiperda e que durante todo o ciclo pode consumir 496
ovos, 424 lagartas na fase ninfal e 2.109 lagartas na fase adulta. Cruz (1995) também relatou

sobre a importéncia do predador no controle de S. frugiperda pelo grande consumo da presa,
30



estimado em 21 ovos por dia para adultos e 12 para as ninfas. Para ovos de H. zea seu consumo
era de 39 ovos por dia. Assim de acordo com Waquil et al. (2002), a presenca do predador em
70% plantas de milho seria o suficiente para manter a lagarta do cartucho abaixo do nivel de
dano econdmico.

Alvarenga et al. (1995) estudaram aspectos biolégicos do predador D. luteipes alimentado
com Schizaphis graminum (Rondani, 1852) (Hemiptera: Aphididae) e encontraram um consumo
diario de pulgdes durante a fase ninfal do predador variou de 1,93 a 3,09 no primeiro instar
chegando a 19,5 a 33,2 no quarto instar. Pedroso et al. (2010) avaliaram o consumo diario de
Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) por D. luteipes e constatou que
durante a fase ninfal que foi de 27 dias, houve o consumo de 4.600 ovos de P. xylostella.
Guerreiro et al. (2005) constataram que a distribuicdo espacial, na cultura do milho, de D.
luteipes € semelhante a de S. frugiperda. Assim, no campo, é possivel notar que o predador é
encontrado sempre préximo do local de ocorréncia de sua presa, 0 que para o controle bioldgico
representa uma grande vantagem, pois neste ambiente a predacdo pode ocorrer de forma mais

acentuada, implicando na diminuicdo da populagéo da S. frugiperda (FARIAS et al., 2001).

4.4.2. Euborellia annulipes (Lucas, 1847) (Dermaptera: Anisolabididae)

E. annulipes (Figura 6) é encontrada em regides temperadas, apresenta habitos onivoros e
caracteriza-se por apresentar coloracdo escura, ndo possui asas forceps curtos, sendo que nos
machos € assimétrico. As ninfas sdo muito semelhantes aos adultos, sendo que 0s primeiros
estagios podem ser diferenciados pelo numero de segmentos das antenas. As ninfas no primeiro
estagio apresentam 0ito; no segundo onze; no terceiro treze; no quarto catorze; no quinto e sexto

de 14 a 17 segmentos (GUIMARAES et al., 1992).
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Figura 6. (A) Macho de Euborellia annulipes; (B) Fémea de Euborellia annulipes; (C) Fémea

com ovos. [Foto: Redoan, A. C.].

Os estudos da biologia demonstraram que a oviposi¢do geralmente ocorre a noite e, em
média, sdo depositados 23 ovos em cada postura. Algumas fémeas realizam quatro posturas em
noites sucessivas (BHARADWAJ, 1966). A fémea cuida dos ovos até 0 momento da ecloséo
das ninfas e, quando se encontram dispersos, 0s reine numa pilha, onde sdo cuidados, sendo
assim, similar ao cuidado parental descrito por Marucci (1955), Knabke & Grigarick (1971),
Shepard et al. (1973), Ammar & Farrag (1974) e Guimaraes et al. (1992), para outras espécies de
tesourinhas. Sempre que 0s ovos sdo removidos de local, as fémeas procuram reorganiza-los na
posicdo original, geralmente posicionam o corpo ao redor ou sobre 0s ovos, manipulando-os com
as mandibulas, rodando-0s com movimentos rapidos, sendo este comportamento interpretado por
Bharadwaj, (1966) e Knabke & Grigarick (1971) como uma forma de assepsia ou limpeza, tendo
em vista que, na auséncia da fémea, os ovos podem ser atacados por fungos ou acaros. Os ovos
inférteis ou danificados sdo devorados pela fémea. Apos a eclosdo das ninfas a fémea cessa 0s
cuidados maternais (GUIMARAES et al., 1992).

E. annulipes apresenta grande diversidade de habitats e um alto consumo de diversas

pragas como Crambus bonifatellus (Hulst) (Lepidoptera: Crambidae) e Anagasta kuehniella
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(Zeller,1879) (Lepidoptera: Pyralidae) o que valida seu potencial para uso em programas de
controle biolégico (PINTO et al., 2005). Silva et al. (2009a) estudaram a capacidade de predacéao
de E. annulipes sobre S. frugiperda em laboratério. O inimigo natural pelos resultados
demonstrou ser predador potencial de ovos e lagartas de S. frugiperda, chegando um adulto a
consumir 1.481,2; 89,20 e 48,6 ovos e lagartas de 1° e 2° instares, respectivamente, nos dez dias
de consumo. Em outro trabalho com E. annulipes, Silva et al. (2009b) observaram que o 5° instar
foi o que mais predou, consumindo 375, 251,3 e 182,3 ovos com 1, 2 e 3 dias de

desenvolvimento, respectivamente.

4.4.3. Chrysoperla externa (Hagen, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae)

Devido a sua voracidade e plasticidade ecoldgica em diferentes agoecossistemas e sua
associacdo as mais diversas pragas os crisopideos sdo considerados predadores importantes.
Constituem a segunda maior familia de insetos da ordem Neuroptera com 75 géneros, 11 sub-
géneros e 1200 espécies (BROOKS & BARNARD, 1990). Séo polifagos encontrados em muitas
culturas de interesse econdmico, exercendo importante papel no controle bioldgico de pragas
(ADAMS & PENNY, 1985). Suas mandibulas funcionam como pinga e como pecas sugadoras
onde possuem a capacidade de injetar uma poderosa toxina que imobiliza a presa, 0 que permite
a sua alimentacdo sem maiores problemas. Apds o desenvolvimento completo, as larvas tecem
casulo com o fluido secretado pelos tubos de Malpighi e colocado ao meio externo através do

anus (LIMA,1942; BERTI FILHO,1980; FIGUEIRA et al., 2000) (Figura 7).
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Figura 7. Chrysoperla externa: (A) Ovo (B) Larva (C) Adulto. [Foto: Embrapa Milho e Sorgo].

Os ovos sdo pedicelados, com comprimento de 4 a 8mm, forma elipsoidal, com a cor
variando de verde-clara a amarelo-esverdeada, sendo que véo escurecendo préximo da ecloséo.
O pedicelo é composto de substancia gelatinosa, exsudada na ocasido da postura, que endurece
em contato com o ar. As larvas sdo do tipo campodeiforme, com cabeca triangular, prognata,
aparelho bucal sugador mandibular, pernas ambulatérias, corpo com varias cerdas (LIRA &
BATISTA, 2006). Com trés instares larvais e um periodo larval de 10,4 dias a 24°C, com
periodo de pupa de 10,23 e o periodo médio de incubacdo dos ovos 3,7 dias, sendo que o terceiro
exibe maior voracidade, pode ser considerado dos mais eficientes predadores de pulgdes,
cochonilhas e outros pequenos artropodes que vivem sobre as plantas.

De forma geral, as larvas de crisopideos podem chegar a consumir 405 ovos de Sitotroga
cerealella (Oliver), 553 ovos de Anagasta kuheniella (Zeller), 2000 pulgdes, 3780 cochonilhas
(ADAMS & PENNY, 1985). Os crisopideos ndo sdo considerados consumidores primarios de
acaros, porém algumas espécies podem se alimentar exclusivamente deles (PUTMAN &
HERNE, 1966). RIBEIRO et al. (1991) verificaram que larvas de Chrysoperla externa

alimentadas com pulgdo Aphis gossypii Glover completaram o desenvolvimento em 10,3 dias
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com 93% de viabilidade, ao passo que as larvas alimentadas com Toxoptera citricidus Kirkaldy
ndo sobreviveram além do segundo instar.

SANTA-CECILIA et al. (1997) relataram que larvas de Ceraeochrysa cubana (Hagen)
alimentadas com ovos de A. kuehniella completaram o desenvolvimento em 25,7 dias, com 75%
de viabilidade, porém quando foram alimentadas com Pinnaspis sp., o ciclo durou 28,0 dias, com
viabilidade de apenas 5%. Em casa de vegetacdo e laboratdério Boregas et al. (2003) alimentaram
larvas de C. externa com ovos de A. kuehniella. Constataram a maior capacidade predatoria
(2.630,0+224,8 ovos) foi obtida para larvas de terceiro instar mantidas em tubos de vidro,
constatando-se um consumo de 1.919,9+151,6 ovos quando mantidas em gaiolas plasticas
fixadas em folhas do algodoeiro. Deve ser levado em consideragdo além da alta voracidade do
predador, a facilidade com que esses predadores podem ser criados em laboratério. O que
permite o incremento das técnicas para a sua producdo massal para a implementacéo do predador

em programas de controle bioldégico (CARVALHO & SOUZA, 2000).

4.4.4. Coccinelideos

Os coccinelideos, mais conhecidos como “joaninhas”, variam de 4 a 5,9 mm e séo
predadores de grande importancia no controle das populacdes de algumas pragas como pulgdes,
cochonilhas, acaros fitéfagos ovos e larvas de lepidopteros. Atuam tanto na fase de larva quanto
na fase adulta e apresentam grande atividade de busca, ocupando todos os ambientes de suas
presas (STATHAS, 2000). Como predadores generalistas tém sido utilizados com sucesso em
programas de controle bioldgico, visando controlar um complexo de pragas presente no
agroecossistema (PERVEZ & OMKAR, 2006; DE CLERCQ et al., 2003).

As espécies Eriopis connexa (Gemmar, 1824) (Figura 8), Coleomegilla maculata
(Degeer), Cycloneda sanguinea (Linnaeus, 1763), Hippodamia convergens (Guerin-
Meneville,1842), e Olla v-nigrum (Mulsant, 1866) como outros coccinelideos afidéfagos,

passam por quatro instares larvais, pupa e adulto (HODEK & HONEK, 1996) (Figura 9).
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Figura 8. (A) Ovos; (B) Larva; (C) Pupa; (D) Adulto de Eriopis connexa. [Foto: Embrapa Milho
e Sorgo].

A

C

Figura 9. (A) Coleomegilla maculata; (B) Hippodamia convergens (C) Cycloneda sanguinea;

(D) Olla v-nigrum. [Foto: Embrapa Milho e Sorgo].

O numero de ovos produzidos é muito variavel entre as espécies, bem como entre de uma
mesma espécie. Muitos coccinelideos afid6fagos depositam seus ovos em grupos de 10 a 110
0vos, enquanto que os coccinelideos coccidofagos depositam grupos de menor nimero de ovos.
As larvas recém eclodidas, normalmente, permanecem sobre 0s ovos por cerca de um dia,
podendo levar ao canibalismo (IPERTI, 1999). As larvas sdo do tipo campodeiforme,
caracterizada por apresentar trés pares de pernas toracicas alongadas, que lhes permitem
movimentarem-se, como 0s adultos, com relativa facilidade. Os adultos vivem de 30 a 90 dias,
dependendo da temperatura que pode influenciar tanto na taxa de desenvolvimento, quanto no
peso adulto, sendo que sob a influéncia de temperaturas mais altas produzem adultos menores
(SOARES et al., 2004).

Santa-Cecilia et al. (2001) estudaram alguns aspectos biolégicos e a resposta funcional
das fases imaturas de C. sanguinea em funcdo de diferentes densidades de ninfas de S.

graminum. A capacidade predatéria do 1°, 2°, 3° e 4° instares dos machos foi de 31,2; 74,7,
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107,0 e 393,5 pulgdes, respectivamente, e das fémeas foi de 24,3; 75,5; 89,0 e 423,5 pulgdes.
Boica Junior et al. (2004) estudaram a capacidade predatoria de C. sanguinea e H. convergens
alimentadas com o pulgdo A. gossypii em plantas de algodoeiro em casa de vegetacdo. A C.
sanguinea reduziu em média 93,5% a populacdo do pulgdo na cultura, enquanto que H.
convergens causou uma reducgéo populacional de 86,9%.

Hoballah et al. (2004) observaram espécies de Coleomegilla alimentando - se de lagartas
jovens de S. frugiperda em plantas de milho. J& em laboratorio Pereira (1997) alimentou C.
maculata com diferentes densidades de massas de ovos de S. frugiperda distribuidas em plantas
de milho, o predador consumiu totalmente a primeira massa de ovos dessa presa ou até a
saciedade, mas preferiu aquelas com maior nimero de ovos. Koch (2003) relatou a importancia
da H. axyridis no controle bioldgico de afideos. Onde um adulto é capaz de consumir de 90 a
270 afideos por dia, enquanto cada larva, de 600 a 1200, durante todo o seu desenvolvimento
(OSAWA, 1993). No entanto essa espécie é também conhecida em relacdo a sua polifagia. A H.
axyridis é capaz de consumir mais de 77 espécies de presas diferentes, encontradas em cerca de
85 espécies de plantas em 35 familias (GUEDES & ALMEIDA, 2013).

No controle biolégico de pragas o primeiro relato da utilizagdo dos coccinelideos foi em
1889, com a joaninha Rodolia cardinalis (Mulsant, 1850) (Coleoptera: Coccinellidae). Foi
importada da Australia para controlar a cochonilha Icerya purchasi, praga de citros da California
- EUA. O controle foi tdo eficaz, que até nos dias atuais este é considerado como 0 marco do
controle bioldgico classico no mundo. Principalmente pelos efeitos cientificos, econémicos e
politicos sem precedentes no mundo. A partir desta primeira utilizacdo, a joaninha R. cardinalis
foi introduzida em mais de 33 paises, obtendo sucesso no controle biologico da cochonilha I.
purchasi. Apesar da grande importancia dos coccinelideos como reguladores ambientais, pouco
se conhece sobre as espécies que ocorrem no Brasil e 0 comportamento apresentado por estes

insetos (GUERREIRO, 2004).
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5. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuéria
(Embrapa Milho e Sorgo), Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil. Foram utilizadas lagartas de S.
frugiperda, H. zea, H. armigera e exemplares do afideo R. maidis no preparo de antissoros que
posteriormente foram empregados em testes serolégicos homologos e heterélogos com possiveis

predadores.

5.1. Producédo dos antigenos imunizantes (Ag) antissoros (As):

Para obter os respectivos antigenos imunizantes (Figura 10) foram utilizadas trés lagartas
de quarto instar de cada uma das espécies S. frugiperda (AgSf), H. armigera (AgHa) e H. zea
(AgHz) e ninfas e adultos do pulgdo-do-milho R. maidis (AgRm). As lagartas e os afideos foram
deixados em jejum por 24h; posteriormente cada conjunto especifico foi macerado,
separadamente, em solucéo salina (0,85%) e centrifugado a 6000 g por 10 minutos.

Os sobrenadantes 1,5ml, emulsionados com Adjuvante Freund completo 1,5ml foram
utilizados como antigenos imunizantes para obtencdo dos diferentes antissoros (As) para as
pragas do milho selecionadas. Para a producédo de cada antissoro foi utilizado um coelho da raca
Nova Zelandia, com 5 kg e um ano de idade. Cada coelho foi imunizado com 3,0 ml do antigeno
imunizante (AgSf, AgHa, AgHz ou AgRm) na regido do linfonodo da sua perna posterior
(OLIVEIRA, 1975). Antes da primeira imunizacdo foi recolhida uma amostra de sangue para ser
utilizada como controle (C) nas reagdes serologicas. Apds a imunizagdo sangrias diarias foram

realizadas em cada coelho por 30 dias, para o recolhimento dos antissoros (Figura 10).
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Praga do milho a ser estudada

24hs I

Praga do milho a ser estudada
+

Macerada em 0,85% solucdo salina

Material centrifugado a 6000 g
por 10 minutos

Sobrenadante
+

Adjuvante

Precipitado descartado

Injecéo do antigeno no linfonodo do coelho

|

Sangrias na veia marginal da orelha do coelho por 30 dias
consecutivos

Figura 10. Procedimento para a coleta de cada antissoro produzido das espécies Spodoptera
frugiperda, Helicoverpa armigera, Helicoverpa zea e Rhopalosiphum maidis.

As sangrias (10 ml) eram realizadas por meio de cortes transversais na veia marginal da
orelha do coelho e o sangue recolhido era, inicialmente, mantido em repouso por duas horas em
temperatura ambiente (23°C) e, posteriormente, em geladeira (4°C) por 24 horas. O coagulo
formado era descartado e o sobrenadante correspondente a cada espécie de lagarta S. frugiperda
(AsSf), H. armigera (AsHa), H. zea (AsHz) e ao afideo R. maidis (AsRm) foram armazenados
em congelador a -2°C, para a determinacdo de seus respectivos titulos e uso nos testes

serologicos.
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5.2. Testes Seroldgicos

Os testes seroldgicos foram realizados utilizando-se a técnica de dupla difusdo em Agar
a 1%, contendo 0,02% de azida de sddio, 0,85% de cloreto de sodio, 2% de cloreto de magnésio
e 0,5 ml de uma solugdo de azul tripano a 1%, sobre Id&minas para microscopia (3,0 ml de solucéao
de &gar por lamina de 75 x 25mm) de acordo com metodologia descrita por Schaad et al. (1990)

(Figura 11).

Figura 11. Agar em laminas para microscopia [Fotos: Redoan, A. C.]

5.2.1. Testes seroldgicos homologos

Os antissoros obtidos em cada uma das sangrias realizadas foram testados contra 0s seus
antigenos homologos. Observou-se o inicio do aparecimento das linhas de precipitacdo e a
quantidade dessas linhas nas diferentes reacGes. Os antissoros que permitiram 0S maiores

numeros de linhas foram titulados. Avaliou-se também as reacdes de cada um dos antissoros com
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os diferentes estagios e/ou instares de seus antigenos homologos: ovos, lagartas pequenas (1°
instar), lagartas médias (2° a 3° instares), lagartas grandes (4° a 5° instares), pupas de S.
frugiperda, H. zea e H. armigera, ninfas e adultos do afideo R. maidis, macerados em solucéo
salina 0,85%. As laminas com os resultados positivos foram submersas por 1h em &gua destilada
e, coberta com papel de sulfite molhado deixando secar por 24h a 25°C. Foi fixada e corada por
5 min em amido-black 0,6% dissolvido em metanol 45%, 10% &cido acético, 45% de &gua

destilada. O excesso do corante foi removido por lavagens em acido acético (Figura 12).

Figura 12. Processo para corar as laminas. (A) Lamina com papel de sulfite, (B) Recipiente com
as laminas sem o papel, (C) Solucgéo para corar as laminas, (D) Solucdo para lavar as laminas.
[Fotos: Redoan, A. C.].
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5.2.1. Titulagdo dos antissoros

Os titulos dos respectivos antissoros AsSf (S. frugiperda), AsHa (H. armigera), AsHz (H.
zea) e AsRm (R. maidis), foram determinados utilizando-se suas fracdes diluidas em solucédo de
NaCl a 0,85% numa progressdo geométrica de razdo 1/2 em reacbes serologicas com seus
respectivos antigenos homologos. Os antissoros que proporcionaram o maior numero de linhas

de precipitacdo foram selecionados para serem utilizados nos testes seroldgicos posteriores.

5.2.2. Testes seroldgicos heterologos (testes de alimentacéo)

Os experimentos citados abaixo foram conduzidos isoladamente para cada predador,
sendo que os predadores utilizados foram retirados da criacdo do laboratorio de Criacdo de
Insetos (LACRI) da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, Minas Gerais. Dos predadores adultos
foram utilizados os abdomens para realizacao dos testes (D. luteipes, E. annulipes), as larvas de
predadores (C. externa e O. v-nigrum) foram maceradas e utilizadas integralmente, evitando-se

maior diluicdo do material.

-Medicdo do tempo em horas para deteccao da presa apds a alimentacdo do predador. Para
se avaliar o tempo em que a presa ingerida pelo predador ainda poderia ser detectada
serologicamente, utilizou-se 10 exemplares de D. luteipes, E. annulipes, O. v-nigrum, C. externa.
Inicialmente esses predadores foram mantidos em jejum por 24 h. Apds esse periodo D. luteipes
e E. annulipes foram alimentados com um exemplar de lagarta de sete dias de idade de S.
frugiperda. As larvas C. externa e O. v-nigrum foram alimentadas com lagartas de quatro dias de
idade de S. frugiperda. Apos 24h, 48h e 96h da alimentagéo os predadores foram testados contra
o0 antissoro homologo. O mesmo experimento foi conduzido separadamente para H. armigera, H.

zea e R. maidis.
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-Sensibilidade do teste para o namero de presas ingeridas. Para se determinar o nimero
minimo de presas ingeridas pelo predador e que ainda poderia ser detectado pela serologia, 10
exemplares de cada um dos predadores D. luteipes, E. annulipes, O. v-nigrum e C. externa foram
mantidos em jejum por 24 h. Apos esse periodo cada predador foi alimentado com 1, 2, 3, 4
exemplares de lagartas de S. frugiperda. Apds a alimentagdo foram testados contra o antissoro
homdlogo. O mesmo experimento foi conduzido separadamente para H. armigera, H. zea e R.

maidis.

-Uso dos antissoros na deteccéo da predacao por ovos das lagartas pragas do milho.

Dez exemplares de cada um dos predadores: D. luteipes, E. annulipes, O. v-nigrum e C. externa
foram mantidos em jejum por 24 h. Apos esse periodo foi fornecido para cada predador 50 ovos
de S. frugiperda, H. armigera e H. zea. Apds o consumo total dos ovos cada predador foi testado
contra 0 antissoro homologo. Ovos de Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera:

Pyralidae) foram testados para se observar possiveis reacdes cruzadas.

5.2.3. Especificidade

Testes serolégicos com cada um dos antissoros em reacdes heterdlogas com os
respectivos macerados das lagartas S. frugiperda, H. armigera, H. zea e do afideo R. maidis
foram realizados para se avaliar a especificidade dos antissoros uma vez que similaridade das
espécies de lagartas utilizadas como antigenos permite o aparecimento de rea¢des cruzadas, isto

é, antissoro obtido para um antigeno, reagir com um antigeno diferente.

- Predadores confinados em gaiolas com 24hs de alimentacdo a vontade “ad libitum”.
Quarenta exemplares de D. luteipes, deixados em jejum por 24hs, foram acondicionados em

gaiolas acrilicas com medidas de (25x25x25cm). No interior de cada da gaiola foram colocados
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ovos de S. frugiperda, H. armigera, H. zea e larvas e adultos de R. maidis. Os predadores
tiveram 24hs de alimentacdo a vontade. Apos esse periodo os insetos foram testados com os
diferentes antissoros. O teste foi conduzido separadamente com os predadores E. annulipes, C.
externa e O. v-nigrum. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia, sendo as
médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Scott & Knott a 5% (Scott & knott, 1974),

utilizando o programa Sisvar (Ferreira, 2007).

-Testes seroldgicos com predadores coletados no campo. Testes de campo foram realizados
com predadores coletados manualmente em area de milho orgénico da cultivar BRS1030 na
Embrapa - Milho e Sorgo, Sete Lagoas, Minas Gerais. Apoés as coletas os mesmos foram
levados ao laboratdrio, identificados e armazenados em freezer a -2°C, para serem usados
posteriormente contra 0s antissoros especificos das pragas S. frugiperda, H. armigera, H. zea e

R. maidis.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Testes serolégicos homdlogos (testes de alimentacao)

Com apenas uma inoculacdo dos antigenos nos coelhos, foi possivel observar linhas de
precipitacdo nas reacOes seroldgicas sete dias apOs 0 processo de imunizacdo. Os testes
serologicos homdlogos mostraram reacdes positivas da 72 a 302 sangria. Para H. armigera as
reacOes positivas apresentaram de uma a quatro linhas de precipitacdo. Sendo que os antissoros
que apresentaram maior titulo foram AsHa 182, AsHa 192, AsHa 212 e AsHa 222 (Tabela 1).

Para H. zea 0s antissoros que apresentaram os maiores titulos foram AsHz 192, AsHz 202,
AsHz 212 (Tabela 2), onde as linhas de precipitacdo também variaram de 1 a 4. Na tabela 3
foram registrados os resultados das sangrias para a S. frugiperda. As linhas de precipitagéo

variaram de 1 a 2 e os antissoros de maiores titulos foram AsSf 142 ao AsSf 212. Diferindo dos
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demais o antissoro do pulgdo do milho apresentou apenas uma linha de precipitacdo (tabela 4).
Os antissoros foram capazes de reagir positivamente com o seu antigeno homélogo em todos 0s
seus estagios de desenvolvimento (ovo, lagarta e pupa), no entanto ndo se notou diferenga no

namero de linhas de precipitagdo

Tabela 1. Imunizacdo e sangrias em coelhos feitas entre 0s meses de outubro e novembro de
2014, para obtencgéo dos antissoros para Helicoverpa armigera (AsHa), Siglas: 1 = inoculagao, |
= sangria, Antigeno = Ag + Adjuvante Freund completo (antigeno imunizante), + = formac&o de

linhas de precipitagéo.

Antigeno + Sangria Antissoros  Antissoros  ReagOes serologicas

T Data adjuvante (ml)  (ml) (ml) obtidos Homélogas
11 29/10/2014 3 10 5 Soro Normal -
! 30/10/2014 10 5 AsHa 1 -
! 31/10/2014 10 5 AsHa 2 -
! 01/11/2014 10 5 AsHa 3 -
! 02/11/2014 10 5 AsHa 4 -
! 03/11/2014 10 5 AsHa 5 -
! 04/11/2014 10 5 AsHa 6 -
! 05/11/2014 10 5 AsHa 7 +
! 06/11/2014 10 5 AsHa 8 +
! 07/11/2014 10 5 AsHa 9 +
! 08/11/2014 10 5 AsHa 10 +
! 09/11/2014 10 5 AsHa 11 +
! 10/11/2014 10 5 AsHa 12 +
! 11/11/2014 10 5 AsHa 13 +
! 12/11/2014 10 5 AsHa 14 ++
! 13/11/2014 10 5 AsHa 15 + +
! 14/11/2014 10 5 AsHa 16 ++
l 15/11/2014 10 5 AsHa 17 ++
! 16/11/2014 10 5 AsHa 18 ++++
! 17/11/2014 10 5 AsHa 19 ++++
! 18/11/2014 10 5 AsHa 20 + +
! 19/11/2014 10 5 AsHa 21 ++ +
! 20/11/2014 10 5 AsHa 22 +++
! 21/11/2014 10 5 AsHa 23 +
! 22/11/2014 10 5 AsHa 24 +
! 23/11/2014 10 5 AsHa 25 +
! 24/11/2014 10 5 AsHa 26 +
! 25/11/2014 10 5 AsHa 27 +
! 26/11/2014 10 5 AsHa 28 +
! 27/11/2014 10 5 AsHa 29 +
! 28/11/2014 10 5 AsHa 30 +
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Tabela 2. Imunizagdo e sangrias em coelhos feitas entre 0s meses de outubro e novembro de

2014, para obtencdo dos antissoros homdlogos de Helicoverpa zea (AsHz), Siglas: 1

inoculacdo, | = sangria, Antigeno = Ag + Adjuvante Freund completo (antigeno imunizante), +

= formacao de linhas de precipitacéo.

tl Data ’ngLgve:r?t; Sangria Antissoros Antissoros Reagdes seroldgicas
J(ml) (ml) (ml) obtidos Homologas
11 29/10/2014 3 10 5 Soro Normal -
l  30/10/2014 10 5 AsHz 1 -
| 31/10/2014 10 5 AsHz 2 -
| 01/11/2014 10 5 AsHz 3 -
| 02/11/2014 10 5 AsHz 4 -
| 03/11/2014 10 5 AsHz 5 -
| 04/11/2014 10 5 AsHz 6 -
| 05/11/2014 10 5 AsHz 7 +
| 06/11/2014 10 5 AsHz 8 +
| 07/11/2014 10 5 AsHz 9 +
| 08/11/2014 10 5 AsHz 10 +
}  09/11/2014 10 5 AsHz 11 +
| 10/11/2014 5 3 AsHz 12 +
| 11/11/2014 5 3 AsHz 13 +
| 12/11/2014 10 5 AsHz 14 ++
| 13/11/2014 10 5 AsHz 15 ++
| 14/11/2014 10 5 AsHz 16 ++
| 15/11/2014 10 5 AsHz 17 +++
| 16/11/2014 10 5 AsHz 18 +++
| 17/11/2014 5 3 AsHz 19 ++++
| 18/11/2014 5 3 AsHz 20 ++++
| 19/11/2014 5 3 AsHz 21 ++++
| 20/11/2014 10 5 AsHz 22 ++
| 21/11/2014 10 5 AsHz 23 ++
1 22/11/2014 10 5 AsHz 24 +
| 23/11/2014 10 5 AsHz 25 +
| 24/11/2014 10 5 AsHz 26 +
| 25/11/2014 10 5 AsHz 27 +
| 26/11/2014 10 5 AsHz 28 +
| 27/11/2014 10 5 AsHz 29 +
| 28/11/2014 10 5 AsHz 30 +
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Tabela 3. Imunizacéo e sangrias em coelhos feitas entre os meses de fevereiro e margo de 2015,

para obtencdo dos antissoros homdélogos de Spodoptera frugiperda (AsSf), Siglas: 1

inoculagdo, | = sangria, Antigeno = Ag + Adjuvante Freund completo (antigeno imunizante), +

= formacao de linhas de precipitacdo, * = auséncia de sangria.

An_tigeno * ngria Antissoros Antissor Reacd roldgi
[ Dmm e SR AT Al Reegueiergies
l 12/02/2015 3 0 5 Soro Normal -
}  13/02/2015 10 5 AsSf 1 -
| 14/02/2015 10 5 AsSf 2 -
| 15/02/2015 10 5 AsSf 3 -
| 16/02/2015 10 5 AsSf 4 -
| 17/02/2015 10 5 AsSf5 -
| 18/02/2015 10 5 AsSf 6 -
} 19/02/2015 10 5 AsSf 7 +
l 20/02/2015 10 5 AsSf 8 +
l  21/02/2015 10 5 AsSf 9 +
l 22/02/2015 10 5 AsSf 10 +
l  23/02/2015 10 5 AsSf 11 +
1 24/02/2015 10 5 AsSf 12 +
*  25/02/2015 * * * * *
| 26/02/2015 10 5 AsSf 14 ++
1 27/02/2015 10 5 AsSf 15 ++
| 28/02/2015 10 5 AsSf 16 ++
| 01/03/2015 5 3 AsSf 17 ++
| 02/03/2015 5 3 AsSf 18 ++
} 03/03/2015 10 5 AsSf 19 ++
| 04/03/2015 10 5 AsSf 20 ++
| 05/03/2015 10 5 AsSf 21 ++
| 06/03/2015 10 5 AsSf 22 +
|} 07/03/2015 10 5 AsSf 23 +
| 08/03/2015 10 5 AsSf 24 +
1 09/03/2015 10 5 AsSf 25 +
| 10/03/2015 10 5 AsSf 26 +
| 11/03/2015 10 5 AsSf 27 +
| 12/03/2015 10 5 AsSf 28 +
| 13/03/2015 10 5 AsSf 29 +
| 14/03/2015 10 5 AsSf 30 +
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Tabela 4. Imunizacgdo e sangrias em coelhos feitas entre 0s meses de outubro e novembro de

2015, para obtencdo dos antissoros homdlogos de Rhopalosiphum maidis (AsRm), Siglas: 1 =

inoculagdo, | = sangria, Antigeno = Ag + Adjuvante Freund completo (antigeno imunizante), +

= formacao de linhas de precipitacéo.

- Data gg}tgve;r?t; Sangria Antissoros Antis_soros Reac0es sgrolc’)gicas
(ml) (ml) (ml) obtidos Homologas
11 22/10/2015 3 3 1,5 Soro Normal -
l  23/10/2015 3 1,5 AsRm 1 -
| 24/10/2015 3 1,5 AsRm 2 -
| 25/10/2015 3 1,5 AsRm 3 -
| 26/10/2015 3 1,5 AsRm 4 -
| 27/10/2015 3 1,5 AsRm 5 -
l  28/10/2015 3 1,5 AsRm 6 -
l  29/10/2015 3 1,5 AsRm 7 +
}  30/10/2015 5 3 AsRm 8 +
}  31/10/2015 5 3 AsRm 9 +
| 01/11/2015 5 3 AsRm 10 +
| 02/11/2015 5 3 AsRm 11 +
| 03/11/2015 5 3 AsRm 12 +
| 04/11/2015 5 3 AsRm 13 +
| 05/11/2015 5 3 AsRm 14 +
| 06/11/2015 5 3 AsRm 15 +
| 07/11/2015 5 3 AsRm 16 +
| 08/11/2015 5 3 AsRm 17 +
| 09/11/2015 5 3 AsRm 18 +
| 10/11/2015 5 3 AsRm 19 +
| 11/11/2015 5 3 AsRm 20 +
| 12/11/2015 5 3 AsRm 21 +
| 13/11/2015 5 3 AsRm 22 +
| 14/11/2015 5 3 AsRm 23 +
| 15/11/2015 5 3 AsRm 24 +
| 16/11/2015 5 3 AsRm 25 +
| 17/11/2015 5 3 AsRm 26 +
| 18/11/2015 5 3 AsRm 27 +
| 19/11/2015 5 3 AsRm 28 +
| 20/11/2015 5 3 AsRm 29 +
| 21/11/2015 5 3 AsRm 30 +
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A rapidez no tempo de respostas positivas, das reacdes seroldgicas demonstram a
eficiéncia do processo de imunizacdo através de inoculagBes via linfonddulo. Tempos de
respostas semelhantes foram observados por OLIVEIRA (1975); HOFLING (1975) e SOUSA-
SILVA (1980, 1985, 1988) em seus trabalhos. Mollet & Ambrust (1977) imunizaram coelhos,
com injecdes intramusculares e endovenosas do antigeno obtido para Hypera postica
(Coleoptera: Curculionidae), neste caso os resultados positivos sé foram observados apos 40 dias
da primeira inoculagdo na cobaia. Cassaro-Silva et al. (2001) e Costa et al. (2009) observaram
respostas positivas para reacdes serologicas apds duas semanas utilizando inoculagdes via
linfonddulo para obtencdo de antissoros especificos para Orphulella punctata (De Geer, 1773)
(Orthoptera: Acrididae) e Ascia monuste orseis (Latreille,1819) (Lepidoptera: Pieridae)

respectivamente.

Neste trabalho dos quatro antissoros produzidos, trés deles (AsHa, AsHz e AsSf)
apresentaram titulacdo maxima de 1/32, ou seja, 0 teste é capaz de detectar o inseto no intestino

do predador diluido até 32 vezes, ja o antissoro para o pulgdo-do-milho (AsRm) apresentou

titulagdo de 1/128 (Figura 13).

Figura 13. ReacOes de dupla difusdo em agar mostrando o nimero de linhas de precipitacdo
observadas nos testes de titulacdo dos antissoros: (A) Spodoptera frugiperda; (B) Helicoverpa
zea; (C) Helicoverpa armigera e de (D) Rhopalosiphum maidis. As setas nas figuras indicam as

linhas de precipitacdo formadas pelas rea¢Ges positivas.
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Para Dempster (1960) o numero de inocula¢fes que sdo realizadas no coelho e o poder
antigénico da proteina injetada pode ter acdo direta no titulo do antissoro. Antissoros com altos
titulos podem levar ao aparecimento de reacdes cruzadas. Sousa-Silva (1980) utilizou um
antissoro com titulo méximo de 1/32 para determinar predadores de Diatraea saccharalis
(Lepidoptera: Pyralidae). Em 1988 o mesmo autor, procurando qualificar os predadores de Deois
flavopicta (Stall, 1954) (Homoptera: Cercopidae) utilizou ovos do inseto, em diferentes fases de
desenvolvimento, como antigeno para a producdo de antissoros especificos. O autor observou
que mesmo as reagdes com o antissoro de menor titulo, ¥, foi possivel a qualificagdo de
predadores.

Santos-Neto et al. (2010) obtiveram um antissoro para ovos de S. frugiperda com titulo
de 1/8, tendo sido suficiente para reconhecer predadores da lagarta. Titova (1970) obteve um
antissoro contra Eurigaster integriceps Put (Heteroptera: Scutelleridae) com um titulo de
1/10.000 apds vaérias inoculacdes de antigeno no coelho. Porém isto levou também a uma perda
de especificidade do antissoro.

Os ensaios realizados no presente trabalho foram utilizados apenas os abdomens dos
predadores adultos, procurando-se evitar maior diluicdo do material. Através dos testes
seroldgicos foi possivel observar reacBes positivas as 24, 48 e 96h ap6s a alimentacdo dos
predadores (Figura 14). Os exemplares de D. luteipes, E. annulipes, C. externa que foram
alimentados com um exemplar de cada praga (S. frugiperda, H. armigera, H. zea) apresentaram
de uma a duas linhas de precipitacdo, mostrando que foi possivel identificacGes até 0 maximo de
horas testados, 96h, ap0s a ingestdo de uma presa pelo predador. Nos testes com O. V-nigrum
obteve-se reacdes positivas até 48hs apos a ingestdo da presa. Quando o predador foi alimentado
com o pulgdo-do-milho os testes serologicos foram positivos até 96h apos a alimentagdo do

predador (Figura 15).
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AsRm

Figura 14. Reac6es de dupla difusdo em agar mostrando o nimero de linhas de precipitacdo 24,
48 e 96h apo6s a alimentagdo de Doru luteipes e Euborellia annulipes e Chrysoperla externa com
uma larva de (A) Spodoptera frugiperda, (B) Helicoverpa zea (C) Helicoverpa armigera e uma
ninfa de (D) Rhopalosiphum maidis. As setas nas figuras indicam as linhas de precipitacdo

formadas pelas reac@es positivas.

Figura 15. Reacdes de dupla difusdo em &gar mostrando o nimero de linhas de precipitacdo 24,
48 e 96h apds a alimentacdo de Olla V-nigrum com uma larva de (A) Spodoptera frugiperda, (B)
Helicoverpa zea (C) Helicoverpa armigera e (D) Rhopalosiphum maidis. As setas nas figuras

indicam as linhas de precipitacdo formadas pelas reacfes positivas.

Com relacdo ao numero de presas ingeridas, o teste tem sensibilidade para reagir
positivamente apresentando uma linha de precipitagdo com a ingestdo de uma lagarta (S.
frugiperda, H. zea ou H. armigera). O numero de linhas de precipitagdo ndo foi diferente para os
predadores que se alimentaram de 1 a 4 lagartas, no entanto mostraram-se mais fortes e nitidas

(Figura 16).
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Figura 16. ReacOGes de dupla difusdo em &agar mostrando o ndmero de linhas de apds a

alimentacdo de Doru luteipes, Euborellia annulipes, Chrysoperla externa e Olla V-nigrum com
1,2, 3 e 4 lagartas de (A) Spodoptera frugiperda, (B) Helicoverpa zea e (C) Helicoverpa
armigera e (D) Rhopalosiphum maidis. As setas nas figuras indicam as linhas de precipitagdo
formadas pelas reacdes positivas.

A deteccdo de uma presa no intestino de um predador depende de varios fatores como o
tamanho da presa e do predador, tempo apds a ingestdo, a estratégia de alimentacdo (succéao
contra mastigacdo), a abundéncia de presas, e a sensibilidade do teste (Luck et al.,1988). Em
pesquisas com serologia diferencas na velocidade de processamento da presa pelos diversos
predadores devem ser levadas em conta. O congelamento dos predadores pode influenciar nos
resultados positivos das reacdes seroldgicas. Os testes devem ser realizados de preferéncia logo
apos a captura do predador. Quando isto nao for possivel, para evitar a continuidade do processo
digestivo e, preservar as caracteristicas proteicas da presa o material deve ser congelado o mais
rapido possivel (CASSARO-SILVA et al.,2001).

Corey et al. (1998) e Harwood et al. (2004, 2005) para diminuir o processo metaboélico de
insetos coletados no campo, os resfriaram rapidamente na tentativa de preservar o material e
garantir o maior nimero de resultados positivos nas rea¢es imunologicas em estudo de relacoes
presa/predador. De acordo com Hagler & Naranjo (1997) ha um declinio muito rapido no
intervalo de detecgdo de presas a uma temperatura acima de 30C, corroborando com esses
resultados Sopp & Sunderland (1989) confirmaram que a alta temperatura prejudica a

sensibilidade da andlise do contetdo estomacal de predadores.
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Pelo método de dupla difusdo em &gar, Titova (1970) obteve reacOes especificas até trés
dias ap0s ter alimentado aranhas com uma Unica ninfa do 5° instar de Eurygaster integriceps
(Hemiptera: Scutelleridae). Sousa-Silva (1980) observou respostas positivas nos testes
seroldgicos até 24 h apds a alimentagdo de aranhas com uma Unica lagarta do 5° estadio de D.
saccharalis. Dempster (1960) obteve reacGes especificas em testes de precipitina até 24 h apos a
alimentacdo de mirideos (Heteroptera: Miridae) e antocorideos (Heteroptera: Anthocoridae) com
um adulto de P. olivacea, enquanto forficula (Dermaptera: Forficulidae) reagiu até 30 h ap0s ter
comido um ovo do inseto e, até 5 dias, ap6s ter comido uma larva do ultimo instar de P.
olivacea.

Onyeka (1983), utilizando a serologia para determinar os principais predadores de Culex
pipiens L. e Culex torrentium Martini (Diptera: Culicidae) observou reagfes positivas nos testes
serolégicos com o predador Ischnura elegans (van der Linden) (Odonata: Coenagrionidae) até
24 h apds terem sido ingeridos. Mclver (1981) obteve respostas positivas em aranhas 150 horas
apos a ingestdo e este grande espaco de tempo pode ser explicado devido ao baixo metabolismo
de muitos dos Chelicerata. Quinlan et al. (1993) encontraram tragos das presas de escorpides, até
32 dias ap0s sua ingestéo.

Diferindo dos anteriores, Cassaro-Silva et al. (2001) s6 conseguiram detectar tracos da
presa em aranhas nos testes realizados logo ap6s o consumo. Leathwick e Winterbourn (1984)
determinando os predadores de pulgdes em cultura de alfafa na Nova Zeléandia, observaram
resultados positivos apenas até 6 horas ap6s a ingestdo dos pulgdes.

Com os antissoros produzidos também foi possivel detectar a predacdo de ovos das
pragas estudadas neste trabalho (Figura 17). Os predadores D. luteipes, E. annulipes, C. externa
e O. v-nigrum que foram alimentados separadamente com 50 ovos de S. frugiperda, H. zea e H.
armigera tiveram resultados positivos nas reacdes homologas. Isso comprovou a especificidade
do antissoro na deteccdo de ovos das pragas estudadas quando ingeridas por predadores. Santos-

Neto et al., (2010) produziram antissoros através de ovos macerados de S. frugiperda que
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identificaram Lagria villosa (Coleoptera: Lagriidae) e uma espécie de percevejo Lygaeidae

(Hemiptera) como possiveis predadoras de ovos de S. frugiperda.

0. v-nigriom

Figura 17. Reacdes de dupla difusdo em &gar mostrando o nimero de linhas de precipitacdo apds
a alimentacdo dos predadores com ovos de (A) Spodoptera frugiperda, (B) Helicoverpa zea e (C)
Helicoverpa armigera. As setas nas figuras indicam as linhas de precipitacdo formadas pelas

reacdes positivas.

6.2. Testes seroldgicos heterdlogos

Os testes seroldgicos com cada um dos antissoros AsSf (S. frugiperda), AsHa (H.
armigera), AsHz (H. zea) e AsRm (R. maidis) em reacBes cruzadas com os antigenos AgSf,
AgHa, AgHz e AgRm foram positivos, mostrando inespecifidade. O antissoro do pulgdo-do-
milho (R. maidis) teve reacdo positiva com os antigenos S. frugiperda, H. armigera e H. zea,
mas 0s antissoros das lagartas ndo detectaram o antigeno do pulgdo-do-milho. Diante dos
resultados, procurou-se neutralizar as fracfes contaminantes, responsaveis pela inespecificidade
dos antissoros adicionando-lhes aliquotas dos antigenos ndo homologos em diferentes

proporcdes (Tabela 5).
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Tabela 5. Testes de absorcdo dos antissoros S. frugiperda (AsSf), H. armigera (AsHa), H. zea
(AsHz) e R. maidis (AsRm) e reacdes com seu antigeno homdlogo e heterélogo. Siglas= Reacgdes

positivas (+) e ReacOes negativas (-).

Antissoros Antigenos Antissoros Antigenos
AgSf AgHz AgHa AgRm AgSf AgHz AgHa AgRm
AsSf-0,5 (AgHz) + + + - AsHa - 0,5 (AgH2z) - + + -
AsSf-1,0(AgHz) + + + - AsHa - 1,0 (AgH2) - + + -
AsSf-15(AgHz) + - - AsHa - 1,5 (AgH2) - - + -
AsSf-2,0 (AgHz) - - - - AsHa - 2,0 (AgH2) - - - -
AsSf - 0,5 (AgHa) - AsHa - 0,5 (AgSf) + -
AsSf - 1,0 (AgHa) - AsHa - 1,0 (AgSf) + -
AsSf-15(AgHa) + - - - AsHa - 1,5 (AgSf) - + -
AsSf-2,0(AgHa) - - - - AsHa - 2,0 (AgSf) - - + -
Antissoros Antigenos Antissoros Antigenos
AgSf AgHz AgHa AgRm AgSf AgHz AgHa AgRm
AsHz - 0,5 (AgHa) - + + - AsRm - 0,5 (AgSf) + - - +
AsHz - 1,0 (AgHa) + - - AsRm - 0,5 (AgHa) - + + +
AsHz - 15 (AgHa) + - + - AsRm - 0,5(AgHz) - + +

AsHz - 2,0 (AgHa) - - - -
AsHz - 0,5 (AgSf) + + + -

AsHz - 1,0 (AgSf) + - + - AsRm - 0,5 (AgSf+AgHa) - - -
AsHz - 1,5 (AgSf)  + - + - AsRm - 0,5 (AgSf+AgHz) - + -
AsHz- 2,0 (AgSf) - + - - AsRm- 0,5 (AgHa+AgHz) + - -

As mudancas na especificidade dos antissoros foram observadas apds as seguintes
combinagoes:

- uma parte do antissoro Sf com 1,5 parte do antigeno Ha (AsSf-1,5AgHa) resultou em
um antissoro especifico para o AgSf.

- uma parte do antissoro Ha mais 2 partes do antigeno Sf (AsHa-2,0AgSf) resultou em
um antissoro especifico para o AgHa;

- uma parte do antissoro Hz mais 2 partes do antigeno Sf (AsHz-2,0AgSf) resultou em

um antissoro especifico para o antigeno Hz;
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- uma parte do antissoro Rm mais 0,5 parte dos antigenos Sf e Ha (AsRm-0,5AgHa+Sf)
resultou em um antissoro especifico para o0 AgRm.
Para obter a especificidade desejada os antissoros foram deixados reagir por 24hs em

geladeira, aproximadamente 10 °C, e sé depois foram transferidos para o freezer (-2° C). Os

resultados das reacdes estdo representados na figura 18.

Figura 18. Reacdes de dupla difusdo em agar mostrando de linhas de precipitacdo apds as reacbes
heter6logas com o0s antissoros especificos. (A) Reacdo positiva do antissoro de Spodoptera
frugiperda com seu antigeno, (B) Reacéo positiva do antissoro de Helicoverpa armigera com seu
antigeno, (C) Reacdo positiva do antissoro de Helicoverpa zea com seu antigeno, (D) Reacédo
positiva do antissoro de Rhopalosiphum maidis com seu antigeno. As setas nas figuras indicam as

linhas de precipitacdo formadas pelas reacdes positivas.

As inespecificidades iniciais dos antissoros podem ser atribuidas as semelhancas das
proteinas utilizadas. As trés lagartas estudadas pertencem a mesma familia, Noctuidae; duas ao
mesmo género (H. armigera e H. zea). A inespecificidade do afideo também pode ser explicada
pela semelhanca das proteinas, sendo que as proteinas que originaram 0 AsRm sdo também
proteinas presentes nas lagartas. Mas, também é verdade que cada espécie tem uma proteina
caracteristica, como se fosse a sua identidade. Acontece que essa proteina caracteristica pode nao
ser tdo antigénica e o sistema imunologico do coelho nédo ter respondido a sua presenca, pelo
menos com a quantidade de inoculagdes que foram feitas. Acontece que como mostrado por
diversos autores se aumentaram as inoculagdes, diminui-se ainda mais a especificidade do

antissoro.
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Apos fazer as absor¢des dos antissoros com aliquotas dos antigenos heterélogos foi
possivel observar no minimo uma linha de precipitacdo com os antissoros AsSf-1,5(AgHa);
AsHa-2,0(AgSf); AsHz-2,0(AgSf) e AsRm-0,5(AgHa+Sf). Para validar esses resultados antes
das coletas em campo, foi feito em laboratério um teste de alimentacdo com os predadores.
Onde 40 adultos de D. luteipes em jejum por 24hs foram confinados em gaiola de acrilico com
alimentacdo ad libitum de ovos de S. frugiperda, H. armigera, H. zea e ninfas de R. maidis por
24hs. O teste foi conduzido separadamente para E. annulipes, O. v-nigrum e C. externa. Apos
esse periodo de alimentacdo os predadores foram macerados em solucdo salina e colocados para
reagir com cada antissoro produzido. As porcentagens de reacfes positivas através dos testes
seroldgicos mostraram a taxa de predacéo de D. luteipes, H. axyridis, C. externa e E. annulipes

(Tabela 6).

Tabela 6: Porcentagem de reacGes positivas atraves de testes seroldgicos (%) (xEP) dos
predadores confinados em gaiolas alimentados com R. maidis, S. frugiperda, H. zea e H.

armigera por 24hs.

Reacdes Positivas (%)*

Predadores i i __
S. frugiperda H. zea H. armigera R. maidis
Doru luteipes 8,3+0,05 Bb 4,2+0,04 Ab 8,3+0,05 Ab 750,09 Ba
Olla v-nigrum 0,0+0,0 Bb 0,0+£0,0 Ab 0,0+0,0 Ab 100+0,0 Aa

Chrysoperla externa ~ 4,17+0,04 Bc 20,8+0,08 Ab 8,3+0,05 Ac 66,67+0,09 Ba

Euborellia annulipes  37,5+0,10 Aa 16,7+0,07 Ab  12,5+0,06 Ab 29,2+0,09 Ca

CV (%) 12,51

1Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas colunas ou mindsculas nas linhas, para cada predador, ndo
diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (SCOTT e KNOTT, 1974) a 5% de significancia.
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Doru luteipes apresentou 75% de reacgdes positivas para R. maidis, 8,3% para H. zea e
armigera e 4,2% para S. frugiperda. O. v-nigrum se alimentou somente do pulgdo R. maidis com
100% de reacdes positivas para a praga. C. externa teve 66, 67% de reagdes positivas para o R.
maidis, 20,8% para H. zea, 4, 3% para a armigera e 4,17% para S. frugiperda. J& a E. annulipes
apresentou predacdo de 37,5% para S. frugiperda, 29,2% para R. maidis, 16,7 e 12,5% para H.
zea e armigera, respectivamente. De acordo com esses resultados as tesourinhas e o crisopideo
apesar de se alimentaram de todas as pragas ofertadas, tiveram preferéncia alimentar pelo pulgao

R. maidis (Figura 19).

Figura 19. Reacdes de dupla difusdo em agar mostrando de linhas de precipitacdo apds as
reacOes do antigeno de Doru luteipes (AgDIl) com os antissoros especificos. As setas nas figuras

indicam as linhas de precipitacdo formadas pelas reacfes positivas.

Para os testes em campo, em milho organico de cultivar BRS1030 foram coletados 1050
insetos manualmente. Desses insetos coletados foram triados 741 predadores, que foram
congelados para preservar a0 maximo 0 seu conteldo estomacal. Os predadores foram
macerados com solucdo salina (0,85%) e colocados para reagir com os antissoros especificos

pelo método de dupla difusdo em agar (Figura 20).
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Figura 20. ReagOes de dupla difusdo em agar mostrando linhas de precipitacdo apds as reagdes
de 6 antigenos (predadores coletados no campo) com o0s antissoros especificos de
Rhopalosiphum maidis e Spodoptera frugiperda. As setas nas figuras indicam as linhas de

precipitacdo formadas pelas reac6es positivas.

Os resultados (tabela 7), mostram que dos 741 predadores analisados 477, ou seja

64,37%, apresentaram resultados positivos com um dos 4 antissoros testados.

Tabela 7: Resultado dos testes seroldgicos (%) (xEP) de predadores coletados em cultura de

milho orgénico da cultivar BRS1030.

Namero de Nu;nero 0 . .
Predadores predadores reag% o Porcentagem (%) de reacdes positivas
testados positivas R. maidis S. frugiperda H.zea H.armigera
Doru luteipes 538 312 26,07+0,01 32,03+0,02 0,0£0,0 0,0+0,0
Euborellia annulipes 2 2 100+0,00 0,0+0,0  0,0+0,0 0,0£0,0
Harmonia axyridis 141 118  79,43+0,03 4,37+0,01 0,0+0,0 0,0£0,0
Eriopis connexa 29 28 82,75+0,07 13,79+0,06 0,0+0,0 0,0+0,0
Olla v-nigrum 9 5 11,1140,13 44,4+0,21 0,0£0,0 0,0+0,0
Cycloneda sanguinea 4 1 25,0£0,20 0,0£0,0  0,0£0,0 0,0£0,0
Chrysoperla externa 4 4 100+0,00 0,0+0,0  0,0£0,0 0,0£0,0
Carabidae 6 2 33,33+0,20  0,0£0,0  0,0+0,0 0,0+0,0
Zellus sp 8 5 83,33+0,18  0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0
Total 741 477 - - - -

Dos predadores coletados a “tesourinha” D. luteipes com 538 individuos, apresentou 312

reacOes positivas (58%), onde 26,7% foi com R. maidis e 32,03% com S. frugiperda. Quanto a E.
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annulipes s6 foram coletados no campo 2 individuos, mas com 100% de reac¢des positivas para
R. maidis. D. luteipes € um dos inimigos naturais mais importantes na supressdo de pragas na
cultura do milho, pois as ninfas podem consumir diariamente cerca de 10 ovos e/ou lagartas de S.
frugiperda, e os adultos podem consumir diariamente 20 lagartas de primeiro e segundo instar.

Além de S. frugiperda, D. luteipes pode também predar ovos e lagartas de H. zea, assim
como ninfas e adultos de pulgdes (ALVARENGA et al., 1995ab e 1996; CRUZ, 2007). Silva et
al. (2009a) mencionaram que E. annulipes, nos cinco instares de sua fase ninfal, demonstrou ser
um predador potencial de ovos e lagartas de S. frugiperda. Sendo que quanto mais desenvolvidas
as tesourinhas, maior a capacidade de predacdo sobre a praga, chegando um adulto a consumir
até 1.481,2; ovos e 89,20 e 48,6 lagartas de 1° e 2° instares de S. frugiperda, respectivamente. Foi
observado que tesourinhas de 4° e 5° instares predaram o0s ovos e as lagartas em maior
quantidade. Bastos e Torres (2005) e Saran et al. (2007) consideram 0s derméapteros importantes
controladores de afideos e mosca branca, sendo que o periodo de busca pela presa em geral
é realizada no periodo noturno.

As espécies de joaninhas encontradas foram H. axyridis, E. connexa, O. v-nigrum e C.
sanguinea. Das 4 espécies, apenas a O. v-nigrum apresentou maior taxa de resultados positivos
para S. frugiperda 44,4%. E. connexa e H. axyridis com 82,75 e 79,43 %, respectivamente,
reagiram positivamente em maior porcentagem para R. maidis. Diferente das demais joaninhas
C. sanguinea reagiu somente com R. maidis. Varios fatores, como a disponibilidade da presa no
ambiente, o tamanho da presa e do predador e a palatabilidade, podem influenciar na escolha da
presa a ser consumida, mas para Giori et al. (2009) algumas espécies de joaninhas exibem
preferéncias alimentares claramente definidas e, a selecdo do recurso alimentar pode estar
relacionada com a disponibilidade de presas no ambiente, como ja observado por outros autores.

Para Hodek (1967) as presas podem ser classificadas como alternativas e essenciais, onde
0s coccinelideos aceitam um alimento alternativo na auséncia do alimento essencial. Essa

escolha servira apenas como fonte de energia, no entanto ndo permitira seu pleno
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desenvolvimento que sera alcancado a partir do consumo de presas essenciais que
garantam o desenvolvimento larval e a oviposi¢do do predador.

C. externa, Zelus sp e Carabideos também reagiram positivamente apenas com o
antissoro R. maidis, com porcentagens de 100; 83,3 e 50%, respectivamente. Dos predadores
coletados, ndo houve reacdo com 0s antissoros com as espéecies H. armigera e H. zea. Pode ser
devido ao fato da auséncia dessas duas pragas na cultura do milho na época em que as coletas
foram feitas, uma vez que em laborat6rio houve reacéo positiva dos predadores com essas duas
pragas confirmando a especificidade do antissoro produzido.

Silva et al. (2009) estudaram a capacidade predatéria e a resposta funcional de larvas de
C. externa alimentadas com ninfas de segundo e terceiro instares do pulgdo R. maidis, em cinco
densidades. O consumo aumentou proporcionalmente em funcéo do estadio de desenvolvimento
da larva, sendo maior no terceiro instar, com 279,1 pulgdes, representando aproximadamente
82,0% do consumo total. Bastos e Torres (2005) apresentaram dados que confirmam que 0s
crisopideos predam preferencialmente afideos e que durante toda a sua fase larval podem
consumir de 100 a 600 afideos mesmo sendo capazes de predar varios insetos.

Neste trabalho tanto nos testes com C. externa, em gaiola quanto nas coletadas em
campo, apresentaram maior porcentagem de resultados positivos nas reacdes seroldgica com o
antissoro para o pulgdo-do-milho (AsRm) confirmando a preferéncia desse predador por esses
afideos em detrimento das lagartas disponiveis. Os trabalhos em campo sobre a preferéncia
alimentar dos predadores sdo de extrema importancia para maior entendimento da alimentagéo
do predador em seu ambiente natural, assim como de outros fatores relacionados, tais como a
flutuacdo populacional das espécies de pragas e da diversidade de predadores, fornecem
subsidios importantes para a escolha de especies que possam ser utilizadas em programas de
controle biologico.

Vale salientar que os estudos envolvendo a serologia sdo  utilizados para qualificar a

relacdo predador-presa, pois estimar a quantidade de presas consumidas por um predador,
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por exemplo, ndo é possivel sem levar em conta a temperatura, a taxa de digestdo da
presa e a influéncia do tempo decorrido apos a alimentacdo do predador (MCIVER, 1981).
Provavelmente esse conjunto de fatores pode ter influenciado os resultados das reacOes
seroldgicas com o material coletado em campo neste trabalho. Essas influéncias podem
contribuir para resultados falso negativos, pois devido ao decréscimo do antigeno no intestino do
predador este pode ndo ser detectado pelo antissoro (SANTOS et al.,2009). Assim resultados
negativos podem néo significar que o predador testado ndo consumiu a presa, mas sim pode ser o
resultado da influéncia de qualquer um dos fatores citados.

Embora a quantificacdo seja influenciada por varios fatores, foi observado neste trabalho
que existe a preferéncia alimentar por R. maidis e S. frugiperda dos predadores tanto nos
resultados em laboratdrio quanto em campo, confirmando a importancia desses estudos para a

escolha de predadores eficazes em programas de controle bioldgico.

7. CONCLUSAO

-Apds uma unica injecdo do antigeno na regido do linfonddulo do coelho, é possivel obter-se
antissoro especifico para as pragas do milho S. frugiperda, H. armigera, H. zea e R. maidis.

- As reacOes seroldgicas positivas sdo detectadas até 96 horas apds consumo da presa pelo
predador.

- Com relacdo ao numero de presas ingeridas, o teste tem sensibilidade para reagir positivamente
a ingestdo de uma lagarta de primeiro instar (S. frugiperda, H. zea ou H. armigera) e um afideo.

- A quantidade de insetos predados néo influencia o nimero de linhas de precipitacdo resultantes
das reacdes seroldgicas entre antissoros e antigenos.

-Os testes seroldgicos em campo mostram a preferéncia alimentar de D. luteipes e O. v-nigrum
por S. frugiperda, e de E. annulipes e C. externa pelo pulgdo R. maidis

- A Serologia é uma ferramenta simples, de baixo custo e altamente eficiente no estudo para a

qualificacdo de predadores.
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