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Resumo Geral
Os afideos (Hemiptera: Aphidoidea) sdo insetos considerados praga em varias culturas.
Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora e Therioaphis trifolii f. maculata, ocorrem
frequentemente em cultura de alfafa (Medicago sativa) no Brasil, causando danos
diretos e indiretos as plantas. No presente trabalho buscou-se determinar a flutuagdo
sazonal dos afideos e seus predadores em cultura de alfafa e suas relagdes com as
variaveis climaticas, mediante analise de correspondéncia candnica; verificar em
laboratério se ha seletividade alimentar dos predadores, Cycloneda sanguinea,
Harmonia axyrids e Hippodamia convergens pelos afideos A. pisum, A. craccivora e T.
trifolli f. maculata e determinar em campo seus predadores na cultura, bem como
comparar os diversos predadores, quanto a sua eficiéncia em predar os afideos
utilizando-se a técnica serologica. Esta técnica é baseada em reacGes do tipo
antigeno/anticorpo onde os anticorpos sdo obtidos para a praga que se quer investigar e
como antigenos sdo utilizados os varios consumidores da praga. As coletas de afideos e
seus predadores foram realizadas de agosto de 2011 a julho de 2012, em campos
experimentais de alfafa do cultivar Crioula situados na Unidade da Embrapa Pecuéria
Sudeste, Sao Carlos SP. Acyrthosiphon pisum foi o afideo predominante na cultura no
periodo avaliado. Considerando-se o conjunto das espécies 0 maior pico populacional
foi observado em margo de 2012 e o menor em janeiro de 2012. De acordo com a
analise de correspondéncia canbnica, nenhuma das variaveis ambientais influenciou
significativamente a flutuacdo sazonal de afideos. Em relacdo aos predadores, foram
coletados 2.161 exemplares entre insetos e aranhas. Dentre 0s insetos ocorreram
representantes das seguintes familias: Coccinellidae, Carabidae, Nabidae, Syrphidae,

Dolichopodidae, Geocoridae, Reduviidae, Pentatomidae, Chrysopidae e Dermaptera.



Dentre as aranhas, Salticidae, Thomisidae; Lycosidae; Ctenidae; Nephilidae; Araneidae;
Sparassidae; Theridiidae; Pholcidae; Trocantheriidae; Lynphidae e Sicariidae. Os
coccinelideos foram os insetos mais abundantes e Harmonia axyridis a espécie mais
coletada. Observou-se também que a populacdo de coccinelideos e a de afideos seguem
0 padrdo tipico da relacdo predador-presa. A presenca de inimigos naturais e 0 manejo
dos cortes da alfafa influenciaram a dindmica populacional dos afideos. De acordo com
os resultados dos testes seroldgicos, do total de predadores testados, 508 reagiram com
algum dos antissoros resultando em 23,5% de resultados positivos. Reacdes heterélogas
positivas foram registradas com predadores armazenados em freezer a -2°C por mais de
um ano evidenciando que o congelamento ndo interferiu nos resultados das reacoes
serolégicas. Os sirfideos e crisopideos foram os predadores para 0s quais se obteve a
maior porcentagem de reacdes seroldgicas positivas. Os testes de preferéncia alimentar
em laboratério apontaram que os coccinelideos C. sanguinea, H. axyridis e H.
convergens tem preferéncia por A. craccivora em relacdo as outras espécies de afideos

oferecidas.

Palavras-Chave: Afideos; Predadores; Alfafa; Serologia; Preferéncia alimentar;

Controle bioldgico.



General Abstract

Aphids (Hemiptera: Aphidoidea) are insects considered as pests in many crops.
Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora and Therioaphis trifolii f. maculata, occur often
in alfalfa crops (Medicago sativa) in Brazil, causing direct and indirect damage to the
plants. In this study designed to determine the seasonal fluctuation of aphids and their
predators in alfalfa crop and its relationships with climatic variables by canonical
correspondence analysis; to verify if there is in laboratory selectivity predators feeding,
Cycloneda sanguinea, Harmonia axyrids and Hippodamia convergens for aphid A.
pisum, A. craccivora and T. trifolli f. maculata to establish their predators in field
culture, as well as to compare the various predators, as their efficiency in preying upon
aphids using the serological technique. This technique is based on reactions such as
antigen / antibody where the antibodies are obtained for the pest of interest and how
antigens are used on many pest consumers. The gathering of aphids and their predators
were conducted from August 2011 to July 2012 in experimental fields of alfalfa Crioula
located at the Embrapa Unit, S&o Carlos SP. Acyrthosiphon pisum was the predominant
aphid in the culture during the study period. Considering all the species, the highest
population peak was observed in March/2012 and the lower in January/2012. According
to canonical correspondence analysis, none of the environmental variables influenced
significantly the seasonal fluctuation of aphids. Regarding the predators, 2.161
specimens were collected including insects and spiders. Among the insects the
following families: Coccinellidae, Carabidae, Nabidae, Syrphidae, Dolichopodidae,
Geocoridae, Reduviidae, Pentatomidae, Chrysopidae and Dermaptera. Among the

spiders, Salticidae, Thomisidae; Lycosidae; Ctenidae; Nephilidae; Araneidae;



Xi

Sparassidae; Theridiidae; Pholcidae; Trocantheriidae; Lymphidae and Sicariidae
ocurred. The coccinellids were the most abundant insects and Harmonia axyridis was
the most abundant species. It was also observed that the population of aphids and
coccinellids follow the typical pattern of predator-prey relationship. The presence of
natural enemies and the management of cutting the alfalfa influenced the dynamics of
aphid populations. According to the results of the serological tests of all predators
tested, 508 reacted with any of the antisera, resulting in 23,5% of positive results.
Heterologous positive reactions were recorded with predators stored in a freezer at -2 °C
for over a year showing that freezing does not affect the results of serological reactions.
Syrphid and chrysopids were the predators with the highest percentage of positive
serological reactions. The food preference tests in the laboratory showed that the
coccinellids C. sanguinea, H. axyridis and H. convergens have a preference for A.

craccivora when one compare to other species of aphids offered.

Keywords: Aphids; Predators; Alfalfa; Serology; Feeding preference; Biological

control.



ESTUDOS BIOECOLOGICOS DOS AFIDEOS DA ALFAFA

Introducéo Geral

A alfafa (Medicago sativa L.) é considerada uma das forrageiras mais importantes
da atualidade e se destaca por reunir alta produtividade e digestibilidade aliadas ao
grande valor nutritivo, sendo indicada para rebanhos de alta producdo (OLIVEIRA:
LEDO, 2008, RASSINI, 1998). Na regido sudeste do Brasil tem ocorrido uma
intensificacdo dos sistemas de producdo de leite e a alfafa contribui como recurso
alimentar de qualidade para a alimentagdo do rebanho leiteiro mantido nesses sistemas
(BOTREL et al., 2001).

Esta é uma leguminosa forrageira perene, originaria do sudoeste de Asia (Ir,
Turquia, Siria, Iraque e Afeganistdo) (FERRAGINE, 2003; RASSINI, 1998). Foi
introduzida no Brasil hd 130 anos, inicialmente no estado do Rio Grande do Sul e,
posteriormente, se expandindo para os estados de Santa Catarina, Parana e Sdo Paulo.
Em 1990, comecou a ser cultivada em Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul
(PEREIRA, 2008).

A alfafa é um alimento de qualidade para 0 aumento da produtividade e da
competitividade da pecudria brasileira, ja que aproximadamente 40% do custo da
producdo animal provém dos gastos com alimentacdo. Apesar da &rea cultivada ainda
ser pequena, a perspectiva para o cultivo da alfafa no Brasil € muito grande, devido as
condi¢des propicias de clima e a possibilidade de grande producdo (OLIVEIRA; LEDO,
2008).

A cultura é alvo de diversos insetos-praga dentre os quais os afideos (Hemiptera:
Aphidoidea) se destacam. Eles sdo diminutos, ndo ultrapassando 5 mm de comprimento.

Apresentam tegumento mole, corpo ovalado e coloragdo extremamente varidvel. S&o



insetos polimdrficos com geracBes que diferem, funcional e morfologicamente,
observando-se formas apteras e aladas (ILHARCO,1992). A forma de alimentacdo, o
alto poder de reproducdo e dispersdo sdo caracteristicas que lhes conferem grande
importancia econdmica (SOUSA-SILVA; ILHARCO, 1995). Grandes populacdes de
afideos podem se formar em tempo relativamente curto pelo fato destes poderem se
reproduzir partenogenéticamente (BORROR; DELONG, 1988).

Sdo conhecidas cerca de 4.400 espécies de afideos que se distribuem amplamente ao
redor do mundo (DIXON, 1998; BLACKMAM; EASTOP, 1994)

Ao longo de seu ciclo biolégico podem ocupar diferentes partes das plantas
hospedeiras, causando-lhes danos diretos ou indiretos (FABRICIO, 2006). Os danos
diretos levam ao encurtamento dos internddios das plantas e ao encarquilhamento das
folhas, que ndo se desenvolvem normalmente e acabam prejudicando o crescimento da
forrageira, (AFONSO, 2008). Indiretamente um dos principais problemas é a veiculacao
de virus aos hospedeiros. Apenas um inseto pode contaminar varias plantas e somente
uma espécie de afideo pode transmitir um ou mais virus (PITA; ILHARCO, 1998). Os
virus podem ser persistentes fazendo do inseto um vetor permanente, ou ndo persistente,
perdendo-se com as mudas ou com as primeiras picadas na planta (ILHARCO, 1992).

Esta dissertacdo € composta de 2 capitulos. O capitulo 1 aborda a dinamica
populacional dos afideos e seus predadores encontrados na cultura da alfafa e dos
fatores bioticos e abidticos que a influenciam.

O capitulo 2 retne informacdes sobre o controle biolégico de afideos e sobre a
técnica serolégica na determinacdo desses predadores em campos de alfafa, além de
relatar testes de preferéncia alimentar realizados em laboratério com coccinelideos

predadores de afideos.
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CAPITULO 1

FLUTUACAO SAZONAL DE AFIDEOS E SEUS PREDADORES EM

CULTURA DE ALFAFA EM SAO CARLOS-SP



Resumo
Estudou-se a ocorréncia e a flutuacdo sazonal dos afideos e seus predadores em uma
cultura de alfafa na regido de Sdo Carlos, SP e suas relacbes com as variaveis
climaticas, mediante analise de correspondéncia canfnica. Foram identificados na
cultura os afideos Acyrthosiphon pisum, Therioaphis trifolli forma maculata, Aphis
craccivora e Acyrthosiphon kondoi. Considerando-se o conjunto das espécies o maior
pico populacional foi observado em margo de 2012 e o menor em janeiro de 2012.
Acyrthosiphon pisum foi o afideo predominante na cultura no periodo avaliado, agosto
de 2011 a julho de 2012. De acordo com a andlise de correspondéncia candnica,
nenhuma das variaveis ambientais influenciou significativamente a flutuacéo sazonal de
afideos. Durante as amostragens foram coletados predadores das familias Coccinellidae,
Carabidae, Nabidae, Sirphidae, Dolichopodidae, Geocoridae, Reduviidae, Pentatomidae
e Chrysopidae além de individuos da ordem Dermaptera e varias familias de aranhas.
Os coccinelideos foram os mais abundantes e Harmonia axyridis a espécie mais
coletada. Observou-se também que as populacdes de coccinelideos e afideos seguem o
padrdo tipico da relacdo predador-presa. Os principais fatores que influenciaram a
dindmica populacional de afideos foram a presenca de inimigos naturais € 0 manejo dos

cortes na cultura.



1 Introdugéo

Anualmente 13% da producdo agricola mundial sdo perdidas em decorréncia do
ataque dos insetos-praga (SILVA-FILHO; FALCO, 2000), resultando em prejuizos de
milhdes de dolares.

Diversos insetos-praga atacam a cultura de alfafa e dentre esses, os afideos,
(Hemiptera: Aphidoidea). Ataques intensos desses insetos as plantas acarretam o
encurtamento dos internddios e o encarquilhamento das folhas que passam a nao se
desenvolver normalmente, prejudicando o crescimento dessa forrageira (AFONSO,
2008).

Os afideos tém elevado potencial bidtico, sendo capazes de atingir elevadas
populacdes em pouco tempo o que faz com que as culturas infestadas com esses insetos
sofram perdas na producdo que, ndo raramente, acabam atingindo 100% (ILHARCO,
1992). Além dos danos diretos a planta hospedeira, acarretam também, danos indiretos,
devido a transmissdo de patdgenos.

Seus inimigos naturais desempenham papel importante no controle de suas
populagbes (ILHARCO, 1992). Os adultos e imaturos de espécies pertencentes as
familias Geocoridae, Nabidae, Anthocoridae (Heteroptera), Coccinellidae (Coleoptera),
larvas de Chrysopidae (Neuroptera) e Syrphidae (Diptera) sdo reconhecidos como
importantes predadores de afideos em alfafa (BUENO; SILVA, 2008; MENDES et al.
2000).

Segundo Lé&zzari e Lazzarotto (2005), o estabelecimento e desenvolvimento das
populacdes de afideos séo influenciados pela disponibilidade e qualidade do alimento,
acdo reduzida de agentes de controle biolégico e condi¢cdes climaticas favoraveis. Os
fatores climaticos, aos quais os afideos estdo expostos no ambiente, afetam suas

populacdes podendo reduzi-las ou aumentéa-las. A flutuacdo sazonal dos afideos também



esta relacionada com o habito alimentar da espécie. Espécies polifagas, capazes de se
alimentarem de diversas plantas hospedeiras, podem ser favorecidas ao longo de todo o
ano podendo apresentar periodos de maior ou menor incidéncia, enquanto outras podem
ocorrer em apenas uma determinada época.

O controle exercido pelos inimigos naturais, aliado as influéncias da temperatura,
precipitacio e umidade do ambiente sdo fatores que influenciam a dinamica
populacional de afideos devendo ser considerados atentamente (MENDES et al., 2000).

O presente trabalho objetivou determinar as espécies de afideos e a flutuacéo
sazonal de suas populagdes, em cultura de alfafa em Sdo Carlos-SP, buscando-se
relaciond-las com a temperatura, precipitacdo, umidade e ventos; avaliou-se também a
diversidade de predadores e a sua relacdo com as populacdes dos afideos e a influéncia

do manejo dos cortes da cultura.

2 Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido na Unidade da Embrapa Pecuéaria Sudeste — CPPSE
situada no municipio de S&o Carlos, SP a 21° 57' 33.32" S 47° 50' 33.28" W e altitude
de 856 m. (EMBRAPA, 2012). As coletas dos afideos e seus predadores foram
realizadas a cada 10 dias, no periodo de agosto de 2011 a julho de 2012 perfazendo um
total de 36 amostragens em uma area de 3.000 m? de alfafa, cultivar Crioula, com
espacamento entre as fileiras de 90 cm. Foram estabelecidos 8 pontos aleatérios para
coleta, caminhando-se em zigue-zague pela cultura. Em cada ponto uma planta foi
selecionada ao acaso e sua haste foi vigorosamente agitada dentro de uma bandeja. Os
insetos desprendidos foram coletados, acondicionados em frascos, e levados ao
laboratério de Entomologia Econdmica da UFSCar para triagem, identificacdo

taxondmica e contagem numérica de individuos sob microscopio estereoscopio.



Os dados de temperatura, precipitacdo, umidade e ventos foram obtidos no site do
Centro Nacional de Pesquisa Pecuaria Sudeste da Embrapa, Sdo Carlos-SP
(EMBRAPA, 2012). Estas variaveis foram relacionadas com as populacbes de afideos
mediante analise de correspondéncia canbnica (CCA) feita por meio do aplicativo
Canoco (TER BRAAK, 1988).

Os dados da flutuagdo populacional de predadores foram correlacionados com a

flutuacdo populacional de afideos em teste de correlacdo linear.

3 Resultados e Discusséo

Foram identificadas quatro espécies de afideos na cultura de alfafa, Acyrthosiphon
pisum, A. kondoi (Aphididae: Macrosiphini); Aphis craccivora (Aphididae: Aphidini) e
Therioaphis trifolii forma maculata (Drepanosiphidae: Phyllaphidini). No periodo
analisado, agosto de 2011 a julho de 2012, foram coletados 15.562 individuos.

As espécies encontradas neste estudo ja haviam sido relatadas em plantacfes de
alfafa no Brasil (OLIVEIRA et al., 1986; KALVELAGE, 1990; LAZZARI et al., 1996;
SOUSA-SILVA et al., 1998; BUENO; SILVA, 2008). De acordo com Sousa-Silva et al.
(1998) A. pisum, T. trifolli e A. craccivora sdo vetores do virus do mosaico da alfafa,
um dos principais virus da cultura. Também, T. trifolli € vetor do ““clover (red) vein
mosaic” e A. craccivora é vetor do virus das enagdes.

T. trifolii representou 30,48% do total de afideos coletados, considerando-se todas as
espécies. O seu maior pico populacional ocorreu em marco de 2012 totalizando 1587
individuos. A temperatura média no periodo foi de 22,2°C, a precipitagdo mensal de
42,2 mm e umidade relativa de 78,5%. O menor numero de individuos, 18, ocorreu em
janeiro de 2012 a 20,9°C, precipitacdo mensal de 360,4mm e umidade relativa de 85,3%

(Fig.1). Silva et al. (2007), em cultura de alfafa em S&o Carlos-SP, observaram o maior
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pico populacional da espécie no més de outubro, a 20,6°C e precipitacdo de 46,6mm,
constituindo cerca de 50% de todos os individuos amostrados. Em Lavras, MG,
Carvalho et al. (1996) observaram que T. trifolli também foi a espécie mais abundante
(56,38%) do total de individuos coletados e Mendes et al. (2000) registraram a
ocorréncia desta espécie nesta mesma localidade em novembro, atribuindo o fato a
influéncia de elevadas temperaturas.

De acordo com Berberet et al. (1983) o clima quente e seco sdo condicdes que
favorecem o aumento da populacéo de T. trifolli, sendo a temperatura em torno de 30°C
a mais favoravel para a sua reproducdo. Messenger (1964) relatou as temperaturas, entre
26 - 29°C, como as mais adequadas para o desenvolvimento de T. trifolli, sempre aliada
a baixa umidade.

A. craccivora correspondeu a 16,51% do total de afideos coletados, tendo atingido o
maior pico populacional observado em fevereiro de 2012, com um total de 1361
individuos. A temperatura média no periodo foi de 23,2°C, a precipitacdo de 152,8 mm
e umidade relativa de 77,4%. Em setembro de 2011 nenhum individuo da espécie foi
coletado. A temperatura média no periodo foi de 20,6°C, a precipitacdo de 4,4mm e a
umidade relativa de 55,3% (Fig.1). Silva et al. (2007) em S&o Carlos, SP, verificaram
um pico populacional deste afideo em fevereiro e outro em dezembro. Em Lavras, MG,
Mendes et al. (2000) relataram que o pico populacional da espécie ocorreu no més de
abril com a temperatura acima de 20°C. Berberet et al. (2009) observaram que a
temperatura ideal para o desenvolvimento de A. craccivora em alfafa situa-se na faixa
entre 18 e 24°C.

A. pisum foi a espécie de maior abundancia entre os afideos representando 37,28%
do total coletado durante todo o periodo de estudo. O maior pico populacional da

espécie, com 2148 individuos, ocorreu em marco de 2012. A temperatura média no
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periodo foi de 22,2°C, a precipitagdo de 42,2mm e umidade relativa de 78,5%. O menor
namero de individuos, 29, foi registrado em julho de 2012, com a temperatura média a
16,7°C, precipitacdo de 34,6mm e umidade de 76,3% (Fig.1). Mendes et al. (2000)
observaram altas populacfes de A. pisum em Lavras, MG no final de fevereiro, sob
23°C de temperatura e precipitacdo de 12mm.

Morgan et al. (2001) estudaram os efeitos da temperatura sobre A. pisum em
cultivares de ervilha e relataram que o desenvolvimento 6timo da espécie foi a 23,1°C.
Segundo os autores, temperaturas mais altas utilizadas no estudo (26,7°C) provocaram
efeitos deletérios nos afideos, prolongando o tempo de desenvolvimento dos estagios
ninfais quando comparados com os resultados obtidos a 23,1°C. Lamb (1992) observou
que a sobrevivéncia de A. pisum foi de 90% quando submetido a temperaturas de 5-
20°C e caiu para 80% a 25-27,5°C. Observou maior ganho de peso para os afideos em
torno de 12°C e que em temperaturas mais elevadas o ganho de peso diminuiu. O autor
concluiu que o desenvolvimento da espécie € 6timo em temperaturas mais baixas.

Para A. kondoi o maior pico populacional, com um total de 921 individuos foi
observado no inicio de marco de 2012, com a temperatura média de 22,2°C,
precipitagdo de 42,2mm e umidade relativa de 78,5%. O menor nimero de individuos,
14, foi observado em outubro de 2011. A temperatura média no periodo foi de 24°C, a
precipitacdo de 0,2mm e umidade de 57,2% (Fig.1) A. kondoi foi a espécie de menor
abundancia representando 15,17% dos afideos coletados. Em S&o Carlos-SP, Silva et
al.(2007) observaram o pico populacional dessa espécie em abril sendo a temperatura
média de 23,3°C e precipitacdo de 106,2mm. Em Lavras, MG Mendes et al. (2000)
citam que A. kondoi foi mais abundante que as demais espécies representando 35,3% do
total de afideos com pico populacional em junho.

O limite inferior e superior de temperatura para o desenvolvimento de A. kondoi foi
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experimentalmente determinado por Summers et al. (1984) em estufa correspondendo a
3,4 e 27,1°C respectivamente. Segundo este mesmo autor, a 29,4°C A. kondoi atingiu a
fase adulta, mas ndo se reproduziu, evidenciando que temperaturas mais amenas Sao
requeridas para o completo desenvolvimento e desempenho reprodutivo da espécie,
como observado para A. pisum.

Na éarea estudada, as flutuacBes sazonais de A. kondoi e A. pisum foram muito
semelhantes, com picos populacionais no mesmo periodo, diferenciando-se pelo nimero
de afideos amostrados (Fig.1), fato observado também por Mendes et al. (2000) e
Carvalho et al. (1996) ambos em MG, e por Silva et al. (2007) em SP. Estes autores
observaram que a populacdo de A. kondoi foi maior que a de A. pisum, diferentemente
do observado neste trabalho, cuja populacéo de A. pisum foi o dobro da populacéo de A.
kondoi.

Picos populacionais de ambas as espécies foram registradas por Mendes et al. (2000)
em junho. Neste trabalho, ndo foi observada a ocorréncia de qualquer afideo nesse més
e também de nenhum de seus inimigos naturais, provavelmente devido as acdes de
controle fitossanitario da cultura. O produto utilizado foi o inseticida Karate - Zeon 50
CS (Lambdacialotrina) o qual foi aplicado 400 mL/ha ao final do més de maio.

No més seguinte, em julho de 2012, observou-se reinfestacdo da cultura,
primeiramente por A. craccivora e posteriormente por A. pisum seguido de A. kondoi.
De junho de 2012 até o final das amostragens em julho de 2012 nenhum exemplar de T.
trifolli foi coletado.

Considerando-se o total de afideos, em 2012, a menor quantidade coletada, 349, foi
em janeiro, quando as plantas de alfafa encontravam-se senescentes. Nesse periodo a
temperatura média foi de 20,9°C, precipitacdo mensal de 360,4mm e umidade relativa

do ar de 85,3%.
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Dois picos populacionais foram observados, 0 maior, no més de margo, com 4665
individuos coletados. Neste més a temperatura média foi de 22,2°C, precipitacdo de
42,2mm e umidade relativa de 78,5%. Um segundo pico de 2236 afideos ocorreu em
maio, com a temperatura média em 17,7°C, precipitacdo de 106,2mm e umidade
relativa de 80,3%.

Embora trabalhos em laboratério tenham mostrado influéncias significativas das
variaveis climaticas na flutuacdo populacional de diversas espécies de afideos, no
presente trabalho, em condi¢des de campo, nenhuma das variaveis ambientais estudadas
influenciou significativamente a flutuagcdo sazonal dos afideos, de acordo com os
resultados observados no diagrama de ordenagédo da CCA. Pinto et al. (2000), em estudo
relacionando a flutuacdo sazonal de Myzus persicae e Macrosiphum euphorbiae, na
cultura da batata, com a temperatura, umidade relativa do ar e precipitacéo,
argumentaram que a auséncia de precipitacdo pode ter contribuido para a ocorréncia dos
maiores picos populacionais de afideos e que esta variavel é um fator que pode limitar o
crescimento populacional das espécies, afetando até as suas atividades de voo, sendo,
portanto, o tempo seco o mais favordvel para as espécies. No entanto, os testes
estatisticos aplicados ndo mostraram influéncia significativa dessa variavel sobre as
populacdes estudadas, similarmente ao observado também para temperatura e umidade.
No presente trabalho observa-se também uma tendéncia a diminui¢cdo do nimero de
afideos coletados, como conseqliéncia de elevadas precipitagdes (Fig. 1A)

O maior pico populacional de afideos, somando-se todas as espécies ocorreu na
temperatura de 22°C (Fig. 1B). Em relagdo a umidade observou-se que maior pico
populacional de afideos, 4665 individuos, a umidade relativa registrada foi em torno de
80% (Fig.1C). O maior pico populacional das espécies de afideos em conjunto ocorreu

sob condi¢es de menor velocidade do vento (Fig. 1D). Para Dixon (1985), o vento
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acaba desalojando os afideos das folhas, fazendo com que muitos destes se separem da
populacdo, tornando-se mais suscetiveis ao ataque de inimigos naturais. Ainda para o
mesmo autor, em condicOes de ventos fortes, o espaco disponivel para os afideos nas
folhas pode ser reduzido a uma pequena fracdo do total da area foliar, 0 que pode
prejudica-los.

Lazzari e Lazzarotto (2005) também ndo conseguiram estabelecer uma correlagdo
entre a ocorréncia dos afideos com precipitacdo e temperatura embora afirmem que
estes fatores podem afetar a sua dindmica populacional.

Rakhshani et al. (2009) em estudo realizado no Ird, salientaram que nenhuma
relacdo significativa foi observada entre a abundancia de afideos, a precipitacdo e a
umidade. No entanto relatam que a temperatura pode ser um fator importante, pois
observaram em laboratério que temperaturas acima de 25°C, ou abaixo de 12°C
causaram a reducdo dos afideos de maneira geral.

Carvalho et al. (1997) estudaram a influéncia dos cortes da alfafa na dindmica
populacional das espécies de afideos em Lavras, MG e observaram que cada corte
reduziu a densidade populacional das espécies e que a gradativa elevacdo nos niveis
populacionais foi condicionada ao rebrote das plantas e aos fatores climaticos. Na alfafa
apenas uma semana ap0Os 0S cortes, ja ocorre o0 aparecimento dos brotos e os afideos
comegam a recolonizar a cultura. Estes autores, em trabalho anterior (1996) relataram
que a influéncia dos cortes na dindmica populacional dos afideos depende de como este
é feito. Citam o corte realizado em faixas, onde permanecem ainda plantas de varios
ciclos de crescimento na cultura e o corte total que acaba deixando o solo livre de

vegetacao, como observado no presente trabalho.
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Figura 1.Correlacéo entre as densidades populacionais dos afideos Therioaphis trifolli, Aphis craccivora,
Acyrthosiphon pisum e Acyrthosiphon kondoi em cultura de alfafa na regido de Séo Carlos-SP, no periodo
de agosto de 2011 a julho de 2012, e as variaveis climaticas: A) precipitacdo; B) temperatura; C) umidade

relativa; D) ventos.
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De acordo com Bosch et al. (1967) o corte total é eficaz, pois reduz o alimento para
os afideos e cria condicGes climaticas desfavoraveis aos insetos como um todo devido a
incidéncia direta da radiacdo solar no campo. Harper et al. (1990) observaram que A.
pisum tem capacidade de recuperacdo muito rapida quando sdo efetuados cortes totais
na cultura, mais do que em outros tipos de corte. Nesses casos, as populagdes de A.
pisum recuperam-se em duas semanas e continuam a aumentar, fato também observado
no presente trabalho. Segundo Carvalho et al. (1996) A. pisum pode atingir niveis
populacionais muito mais altos apds os cortes do que os observados antes dos cortes.

Na cultura analisada, foram coletados 157 individuos de A. pisum uma semana antes
do corte da alfafa, realizado em fevereiro; duas semanas ap6s o corte foram coletados
472 individuos, e 1152 individuos foram coletados cinco semanas apGs 0 corte.
Posteriormente a populacdo decresceu novamente. Antes do segundo corte, realizado
em abril, foram coletados 51 exemplares de A. pisum. O numero de individuos

coletados aumentou gradativamente atingindo 568 individuos trés semanas apds o corte.

3.1 Predadores de afideos

Durante todo o periodo amostral foram coletados 2.161 predadores de afideos na
cultura da alfafa e, dentre estes, observou-se maior ocorréncia de Coccinelideos, 0s
quais representaram 68,24%, do total coletado. Aracnideos (12,3%), Nabideos (7,21%),
Pentatomideos (3,51%), Geocorideos (2,54%), Sirfideos (2,54%), Carabideos (1,11%),
Crisopideos (0,92%), Reduviideos (0,78%), Dermapteros (0,60%) e Dolichopodideos
(0,09%) representaram conjuntamente 31,76 %.

Aracnideos das familias Salticidae, Thomisidae, Theridiidae, Lycosidae, Ctenidae,
Sparassidae, Trochanteridae, Pholcidae, Nephilidae, Lynphiidae, Araneidae e Sicariidae

foram coletados na cultura, sendo as familias Salticidae e Thomisidae ocorrentes em
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maior nimero que as demais.

Dentre os coccinelideos, Harmonia axyridis foi a espécie mais abundante (53,27%),
seguida de Hippodamia convergens (29,13%) e Cycloneda sanguinea (15,17%). Eriopis
connexa e Coleomegilla maculata juntas representaram 2,41% do total.

H. axyridis, segundo Almeida e Silva (2002), é uma espécie exdtica, originaria da
Asia que foi constatada pela primeira vez no Brasil no Panara em 2002 alimentando-se
de afideos. Este coccinelideo é muito utilizado em controle bioldgico de hemipteros,
principalmente afideos em diversas culturas. De acordo com os autores esta é a principal
espécie utilizada em programas de controle bioldgico na Asia. No Japdo, a espécie
constitui um dos principais predadores de afideos em culturas de alfafa. (RAKHSHANI
et al., 2009). Esta espécie, por apresentar tamanho maior, mais voracidade e diversidade
de dieta e apresentar maior resisténcia a fungos e a acdo de inseticidas do que outros
coccinelideos, pode estar relacionada ao deslocamento de espécies nativas, ocasionando
a reducdo de suas populagdes, principalmente de C. sanguinea (MICHAUD, 2002).

Na Argentina, E. connexa e H. convergens sdo citadas como bons controladores de
afideos em culturas de alfafa. (ARAGON, 1990 citado por SOUSA-SILVA et al.,
1998).

Mendes et al. (2000) observaram grande ocorréncia de coccinelideos nos campos
de alfafa em Lavras, MG, sendo C. sanguinea coletada em maior nimero (49,6%) do
que E. connexa (26,0%) e H. convergens (5,7%), além da presenca de outras espécies
tais como Scymnus argentinicus, S. loweii, e Hyperaspis festiva.

No presente trabalho, o pico populacional para H. axyridis foi observado em marco
de 2012 totalizando 362 individuos coletados a 22,2°C, precipitacdo de 42,4mm e
umidade relativa de 78,5% (Fig. 2B). H. convergens e C. sanguinea foram as espécies

mais constantes na cultura durante o periodo de coleta, ambas apresentando o maior
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pico populacional em maio de 2012 com 101 e 71 individuos coletados,
respectivamente sob condigdes de temperatura a 17,7°C, precipitacdo de 106,2 mm e
umidade relativa de 80,3% (Fig.2C e D).

Neste estudo observou-se que o pico populacional de coccinelideos ocorreu logo
apo6s o pico populacional de afideos (Fig.2A), mostrando o padrdo tipico da relacéo
predador-presa entre as populacdes (r=0,6756, t=3,0390, p=0,0112) fato anteriormente
ja constatado também por Mendes et al.(2000).

Rakhshani et al. (2009) citam que ap6s os cortes na alfafa, o namero de inimigos
naturais diminui drasticamente, favorecendo uma rapida recolonizacédo da cultura pela
praga, fato também observado neste trabalho onde os predadores de maneira geral
comegaram a aumentar, quatro semanas ap0s os cortes em fevereiro e trés semanas
apos 0s cortes em maio quando havia grande oferta de alimento. Essa condicdo aliada
ao numero reduzido de predadores favoreceu o desenvolvimento populacional dos
afideos, reduzindo-se, posteriormente, pela senescéncia da cultura e pelo aumento do

namero de predadores.
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Figura 2. Dados da flutuacdo populacional de: A) afideos e coccinelideos. B) Harmonia axyridis, C)

Hippodamia convergens e D) Cycloneda sanguinea na cultura de alfafa em S&o Carlos-SP no periodo de

agosto de 2011 a julho de 2012.
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Conclusoes
Na cultura de alfafa em Séo Carlos, SP, no periodo de agosto de 2011 a julho de
2012 o afideo predominante foi Acyrthosiphon pisum e o predador predominante
foi o coccinelideo Harmonia axyridis.
De acordo com a andlise de correspondéncia canbnica, em condi¢Ges de campo,
nenhuma das variaveis ambientais influenciou significativamente a flutuacdo
populacional de afideos.
Os cortes da alfafa no inicio do més de fevereiro e em meados do més de abril
propiciaram o aparecimento de brotos e folhas novas nas plantas e isso
favoreceu o aumento populacional dos afideos.
As populacdes de coccinelideos e de afideos seguem o padrao tipico da relagédo
predador-presa.
A presenca de inimigos naturais e 0 manejo de cortes da cultura foram os fatores

que mais influenciaram a dindmica populacional dos afideos.
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CAPITULO 2
DETERMINACAO DE PREDADORES DOS AFIDEOS Acyrthosiphon pisum,
Aphis craccivora E Therioaphis trifolii forma maculata (HEMIPTERA,
APHIDOIDEA), EM ALFAFA, NA REGIAO DE SAO CARLOS-SP ATRAVES

DA TECNICA SEROLOGICA
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Resumo

Dentre as pragas que atacam a alfafa, destacam-se os afideos (Hemiptera: Aphididae)
responsaveis por danos diretos e indiretos a planta hospedeira. Em altas infestacdes o
controle desses insetos na cultura é realizado via produtos quimicos, com grande risco
para a salde do ambiente e do animal consumidor da forragem. Como alternativa a
esses prejuizos o controle biolégico de pragas é uma estratégia vantajosa sendo
imprescindivel o conhecimento das pragas e de seus inimigos naturais na cultura.Os
objetivos deste trabalho visaram utilizar a serologia para determinar os predadores dos
afideos Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora e Therioaphis trifolii forma maculata,
pragas da alfafa; verificar se ha preferéncia dos predadores no consumo de uma das
espécies de afideo e comparéa-los quanto a eficiéncia de predacdo. A técnica seroldgica é
baseada em reacfes do tipo antigeno/anticorpo onde os anticorpos sdo obtidos para a
praga que se quer investigar e como antigenos sdo utilizados os varios consumidores da
praga. Para a obtencdo dos antissoros utilizou-se os extratos dos afideos Acyrthosiphon
pisum, Aphis craccivora e Therioaphis trifolii forma maculata coletados no periodo de
agosto de 2011 a julho de 2012, em campos experimentais de alfafa, na Unidade da
Embrapa pecuaria Sudeste, Sdo Carlos, SP e inoculados via linfonddulo, em 3 coelhos.
As reacOes seroldgicas foram realizadas atraves de testes homélogos e heterélogos por
dupla difusdo em gel de &gar a 1%. Os homdlogos apontaram reagdes cruzadas entre
cada um dos antissoros e os diferentes afideos da alfafa mostrando inespecificidade.
Para verificar preferéncia entre predador/presa utilizou-se os coccinelideos Harmonia
axyridis, Hippodamia convergens e Cycloneda sanguinea que selecionaram suas presas
dentre as espécies de afideos A. pisum, A. craccivora e T. trifolii. Em campo foram
coletados e testados serologicamente 2.161 predadores entre insetos e aranhas. Dentre

os insetos, exemplares das familias Coccinellidae, Carabidae, Nabidae, Syrphidae,
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Dolichopodidae, Geocoridae, Reduviidae, Pentatomidae, Chrysopidae e Dermaptera e
dentre as aranhas exemplares de Salticidae, Thomisidae, Lycosidae, Ctenidae,
Nephilidae, Araneidae, Sparassidae, Theridiidae, Pholcidae, Trocantheriidae,
Lymphidae e Sicariidae. Do total de predadores testados serolégicamente, 508 (23,5%)
foram positivos e dentre esses o0s sirfideos e crisopideos foram 0s que apresentaram
maior porcentagem de resultados positivos nos testes seroldgicos. Nos testes de
laboratério, Cycloneda sanguinea, Harmonia axyridis e Hippodamia convergens

mostraram preferéncia por Aphis craccivora.
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1 Introdugéo

A alfafa é uma das forrageiras mais cultivadas do mundo, atualmente Estados
Unidos, Russia, Canada e Argentina sdo os principais produtores. No Brasil a area
cultivada com a forrageira € de 30 mil ha, concentrada na regido Sul do pais o que
representa 90% da producdo total (PEREIRA, 2008). Os principais obstaculos para a
sua expansao no Brasil sdo a falta de conhecimento sobre o controle de pragas, doencas,
plantas infestantes, manejo inadequado da cultura, assim como o alto custo na aquisi¢cdo
de sementes. Os problemas com as pragas e as doengas se agravam, favorecidos pelas
condicdes de elevadas temperaturas e umidade, caracteristicas de regiGes tropicais
(FERRAGINE, 2003; PEREIRA, 2008).

Dentre as pragas que atacam a alfafa, destacam-se os afideos (Hemiptera:
Aphididae), insetos dotados de elevado potencial bidtico, podendo gerar grandes
populagbes em pouco tempo (ILHARCO, 1992), responsaveis por danos diretos e
indiretos ao hospedeiro. Os danos diretos levam ao encurtamento dos internddios das
plantas e ao encarquilhamento das folhas, que ndo se desenvolvem normalmente e
acabam prejudicando o crescimento da forrageira, (AFONSO, 2008). Indiretamente um
dos principais problemas é a veiculacdo de virus aos hospedeiros. As espécies
Acyrthosiphon pisum (Aphididae: Macrosiphini) Aphis craccivora (Aphididae:
Aphidini) e Therioaphis trifolii forma maculata (Drepanosiphidae: Phyllaphidini) séo
pragas freqiientes na cultura.

A. pisum, conhecido como pulgdo da ervilha, pode variar de 2,5 a 4,4 mm de
comprimento, é de coloracdo esverdeada, possui longas pernas e sifunculos muito
afilados, as antenas sdo longas e claras possuindo uma banda negra no final de cada
segmento (SOUSA-SILVA et al., 1998). E de origem paleartica (BLACKMAM;

EASTOP, 1994), com distribuicdo cosmopolita; formam col6nias em plantas jovens
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onde ninfas e adultos sugam a seiva das folhas e do caule provocando, sob ataques
severos, 0 amarelamento e enrolamento das folhas, o que reduz a producéo da forragem.
(ILHARCO, 1992; SOUSA-SILVA; ILHARCO, 1995; SOUSA-SILVA et al., 1998;
BUENO; SILVA, 2008). A melada que excretam facilita o aparecimento de fungos nas
folhas das plantas reduzindo o rendimento da forrageira (AFONSO, 2008). Essa espécie
foi constatada pela primeira vez em alfafais no Brasil na regido de Lages, SC, em 1990,
por Kalvelage (1992). De acordo com Sousa-Silva e Ilharco (1995) aléem de Medicago
sativa, esses afideos ja foram registrados em Capsella bursa-pastoris, Pisum sativum e
Lens esculenta. A. pisum é vetor de dois virus persistentes da alfafa além do virus do
mosaico da alfafa, ndo persistente (SOUSA-SILVA et al., 1998). Segundo Bueno e
Silva (2008) a espécie tem sido a principal causadora de danos nas culturas de alfafa nos
estados de Minas Gerais e Goias. Ilharco (1992) também cita a espécie como um grave
problema dessa cultura na Europa Central.

A. craccivora, conhecido vulgarmente como pulgdo negro, mede cerca de 2 mm de
comprimento. Os adultos apteros exibem coloracdo negra brilhante escura e os alados
apresentam faixas transversais esclerotinizadas no dorso do abdémen. As ninfas sdo de
coloragdo verde (BLACKMAMM; EASTOP, 1994; AFONSO, 2008; SOUSA-SILVA
et al., 1998). E uma espécie cosmopolita bem distribuida nos tropicos, originaria da
parte ocidental da regido paleartica (BLACKMAN; EASTOP, 1994; AFONSO, 2008;
SOUSA-SILVA et al.,, 1998). Seu primeiro relato em alfafa para o Brasil foi em 1995,
em Sdo Carlos, SP (SOUSA-SILVA et al., 1998). Podem ser encontrados formando
densas coldnias nos talos das plantas, causando enrugamento e deformacéo das folhas,
retardando o crescimento (AFONSO, 2008; SOUSA-SILVA et al., 1998). Séo afideos
polifagos com marcante preferéncia por leguminosas (BLACKMAN; EASTOP, 1994).

Podem, também, ser encontrados em Amaranthus sp., Citrullus lanatus, Cucumis
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sativus, Curcubita pepo, Dolichos lablab, Emilia sp., Indigofera tinctoria, Pisum
sativum, Vicia faba, Vigna unguiculata, dentre outros hospedeiros (SOUSA- SILVA,;
ILHARCO, 1995). Sao vetores de dois dos principais virus da alfafa, mosaico e enac6es
(AFONSO, 2008; SOUSA-SILVA et al.,, 1998). A dispersdo destes virus deve ser
levada em consideracdo ja que estes afideos produzem formas aladas em quantidade
elevada, com grande capacidade de voo (SOUSA-SILVA et al., 1998).

T. trifolii forma maculata, conhecido como pulgdo manchado da alfafa, apresenta
tamanho variando de 1,4 a 2,2mm. Tanto as formas apteras como as aladas apresentam
coloragdo variando do verde claro ao amarelo-palido. O dorso do abdome desses afideos
é composto de 6 ou mais fileiras de tubérculos castanhos com cerdas capitadas
(SOUSA-SILVA et al., 1998; AFONSO, 2008; BLACKMAMM; EASTOP, 1994). Os
sifunculos sdo curtos e largos na base (BUENO; SILVA, 2008; AFONSO, 2008). Sao
originarios do Norte da Africa, distribuindo-se amplamente em diferentes regides do
mundo. Foram inicialmente observados em alfafais no Parana, em 1990 por Léazzari et
al. (1996). Em situacdes favordveis apresentam elevado potencial bidtico atacando
preferencialmente a face inferior das folhas basais que caem mediante a acéo
toxicogénica de sua saliva; retardam o desenvolvimento da planta, provocam clorose e
queda das folhas, podendo acarretar a morte de plantas jovens (SOUSA-SILVA et al.,
1998; AFONSO, 2008). A melada que produzem possibilita o aparecimento de fungos
nas folhas das plantas, causando a depreciacdo da qualidade da forragem (AFONSO,
2008).

De acordo com llharco (1992), T. trifolii forma maculata € vetor do alfafa mosaic
virus e “clover (red) vein mosaic™. E considerada uma das principais pragas da alfafa
em Portugal (SOUSA- SILVA et al., 1998; ILHARCO, 1992) e na California, Estados

Unidos (SCORZA JUNIOR et al.,1996).
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Em altas infestacdes o controle de afideos em alfafa é realizado via produtos
quimicos, com grande risco para a saude do ambiente e do animal consumidor da
forragem. Como alternativa a esses prejuizos, o controle biolégico de pragas é uma
estratégia vantajosa sendo imprescindivel o conhecimento das pragas e de seus inimigos
naturais na cultura. Diversos autores tém realizado estudos sobre predadores de afideos
em alfafa. Bueno e Silva (2008) citam como importantes predadores de afideos na
cultura os adultos e jovens de espécies das familias Geocoridae, Nabidae, Coccinellidae
e Anthocoridae, larvas de Chrysopidae e Syrphidae. Ilharco (1992) cita como principais
insetos predadores de afideos da alfafa, em Portugal os representantes das ordens
Diptera, Coleoptera, Neuroptera, Heteroptera e Mecoptera. Segundo Aragon (1990,
apud SOUSA-SILVA et al., 1998) na Argentina os principais predadores de afideos na
cultura sdo os coccinelideos, sirfideos e crisopideos.

Giorgi et al. (2009) evidenciam os géneros Cycloneda, Harmonia e Hippodamia
(Coleoptera: Coccinellidae) pela marcante preferéncia alimentar por afideos. Esta
preferéncia, como observado por Rodriguez et al. (2008), pode ser influenciada pela
ocorréncia das altas populac6es da presa e pelo comportamento do predador. Para Saran
et al. (2007), a capacidade de predacdo varia conforme a densidade da presa, pois
quanto maior a densidade, maior serd a probabilidade de ser encontrada e consumida.

As espécies Cycloneda sanguinea, Harmonia axyridis e Hippodamia convergens
(Coleoptera: Coccinellidae) s&o comuns e numerosas em culturas de alfafa. Por sua alta
capacidade predatéria, voracidade e preferéncia por afideos, C. sanguinea é muito
utilizada em programas de controle biolégico (SARAN et al., 2007).

Na Califérnia H. convergens é responsavel pelo controle da populacdo de afideos o
que levou a espécie a ser introduzida em varios paises, inclusive no Brasil para ser

utilizada em programas de controle biolégico (KATO et al., 1999).
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H. axyridis € uma espécie asiatica introduzida no pais em 2002, no estado do Parana,
onde foi constatada alimentando-se de afideos (ALMEIDA; SILVA, 2007). Segundo
Gordon (1985) este coccinelideo é tido como predador de 22 espécies de afideos, 7 de
psilideos e uma espécie de coccideo, sendo muito utilizada no controle bioldgico de
pragas ao redor do mundo. Apesar da introducdo de H. axyridis no Brasil ter sido
registrada ha mais de 10 anos, sdo poucas as informacGes acerca de sua biologia e
preferéncia alimentar (SANTOS et al., 2009).

As acdes predatorias frequentemente sdo constatadas através de observacdes diretas
no campo. Nesses casos, a técnica seroldgica pode ser utilizada como ferramenta
auxiliar nessas determinacfes, com a grande vantagem de minimizar as interferéncias
no ambiente de pesquisa e ndo descartar predadores de habitos noturnos. Essa técnica é
baseada em reacfes do tipo antigeno/anticorpo onde os anticorpos sdo obtidos para a
praga que se deseja investigar e 0s antigenos, obtidos a partir dos varios consumidores
da praga.

Alguns usos da Serologia nos estudos de relagdes alimentares:

Dempster (1960) utilizou a serologia para determinar os predadores do besouro
Phytodecta olivacea Foster; Rothschild (1966) para relacionar a mortalidade de ninfas e
adultos de Conomelus anceps Germar (Homoptera: Delphacidae) com o parasitismo e a
predacdo; Titova (1970) no estudo das interrelagcdes entre Eurygaster integriceps Put
(Hemiptera: Scuteleridae) e outros artropodes; Vickermam e Sunderland (1975) para
detectar a predacdo de afideos por artropodes em campos de cereais; Gardner et al.,
(1981) na identificacdo de predadores de lepidopteros pragas da cultura de soja e
Mclver (1981) para determinar os habitos alimentares da aranha Pardosa sternalis
(Thorell) (Araneae: Lycosidae); Sousa-Silva (1980, 1985) para identificar os predadores

da broca da cana-de-acUcar Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae) e os
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predadores de Deois flavopicta (Hemiptera: Cercopidae); na identificacdo de predadores
de Orphulella punctata (De Geer) (Orthoptera: Acrididae) por Serrdo et al. (1997) e por
Cassaro-Silva et al. (2001) para identificar os principais predadores dos ovos desta
espécie; Costa et al. (2009) na determinacdo dos predadores de Ascia monuste orseis;
Santos-Neto et al. (2010) para identificar os predadores de ovos de Spodoptera
frugiperda; Costa (2011) na determinacéo dos predadores dos afideos Aphis spiraecola
e Toxoptera citricidus, pragas da citricultura.

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho visaram responder as seguintes

questdes:

1) E possivel produzir antissoros especificos para os afideos Acyrthosiphon pisum,
Aphis craccivora e Therioaphis trifolii f. maculata?

2) Com os antissoros produzidos € possivel determinar a preferéncia dos predadores
por uma determinada espécie de afideo?

3) E possivel utilizar a serologia para determinar a porcentagem de predagio de
afideos pelos diversos grupos de predadores?

4) Em condi¢des de laboratdrio, ha preferéncia das espécies Cycloneda sanguinea,
Harmonia axyrids e Hippodamia convergens por um dos afideos A. pisum, A.
craccivora e T. trifolli f. maculata, pragas da alfafa?

5) Em condigdes de laboratorio, a influéncia da quantidade, espécie de afideo e
tempo apés ter sido consumido pelo predador interferem nos resultados das

reacOes serologicas?

2 Material e Métodos
2.1 Area de estudo

O trabalho foi realizado em alfafa (Fig. 1) cultivada na unidade da Embrapa
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Pecuaria Sudeste—~CPPSE situada no municipio de Sao Carlos, SP a 21° 57' 33.32" S
47° 50' 33.28" W, a altitude de 856 m. O solo predominante é o latossolo vermelho
amarelo — fase arenosa, havendo ainda areas importantes com latossolo vermelho escuro
e areia quartzosa distrofica. O clima, na classificacdo de Koeppen € do tipo Cw, ou seja,
subtropical com inverno seco e verdo quente e Umido. Julho é o més mais frio, com
média de temperatura de 16,3°C, e fevereiro é 0 més mais quente, com média de
temperatura de 23°C. A precipitacdo anual é em média de 1502 mm; agosto é 0 més

mais seco, com 32 mm, e dezembro, 0 mais chuvoso, com 262 mm (EMBRAPA, 2012).

Figura 1. Vista do campo experimental de alfafa onde foram realizadas as coletas.

2.2 Preparo dos antigenos e Obtencao dos antissoros.

Os afideos A. pisum (Fig. 2A), A. craccivora (Fig. 2B) e T. trifolli forma maculata
(Fig. 2C) foram utilizados como antigenos no preparo de antissoros. Foram coletados
diretamente sobre as plantas de alfafa e levados ao laboratério de Entomologia
Econdmica da Universidade Federal de S&o Carlos para triagem e identificacdo sob

microscépio estereoscopico. Exemplares de cada espécie foram separados e mantidos
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em jejum por 24h, macerados em solucédo salina 0,85% e centrifugados a 6000 g por 5

min.

Figura 2. Afideos da cultura da alfafa. A) Acyrthosiphon pisum, B) Aphis craccivora e C) Therioaphis
trifolii forma maculata.

Os sobrenadantes de cada centrifugacdo foram emulsionados com Adjuvante Freund
incompleto (v/v) e inoculados, via linfonddulo, em trés diferentes coelhos para obtengédo
dos respectivos antissoros para A. pisum (AsAp); T. trifolii (AsTt) e A. craccivora
(AsAc) (Fig. 3). Antes da primeira inoculacdo, recolheu-se 10 ml de sangue de cada

animal para ser utilizado como controle nas reacdes seroldgicas.
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Figura 3. Esquema evidenciando as etapas para a obtencdo de cada um dos antissoros. SN: Soro nornal.

Para as inoculaces quantificou-se o teor de proteinas em diferentes amostras dos
afideos utilizados. Inicialmente macerou-se os exemplares de cada uma das espécies de
afideo em presencga de solugdo salina 0,85%, e esse extrato foi diluido sete vezes com
agua destilada seguindo-se uma progressao geométrica de razao 2. A seguir 10ul de
cada diluigdo foi pipetada em uma microplaca tipo ELISA adicionando-se 190 pl do
reagente de Bradford (BRADFORD et al., 1976). A concentracdo de proteina de cada
amostra foi determinada através de espectrofotometria em um comprimento de onda de
595nm, utilizando-se um leitor de microplacas. Os resultados dessa leitura foram
comparados aos de uma curva padrdo de albumina a 1%. Os testes foram feitos em
duplicata para cada espécie de afideo.

Durante o periodo de imunizacdo foram realizadas sangrias semanais em cada

coelho, para a obtencdo dos antissoros e avaliacdo de seus respectivos titulos. As
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sangrias foram realizadas através de pequenas incis6es longitudinais nas veias marginais
das orelhas dos coelhos obtendo-se, em média 10 ml de sangue. Cada amostra
permanecia por 2h em temperatura ambiente e os codgulos formados eram descartados e
0s antissoros, armazenados a -2°C para uso posterior nas reacdes seroldgicas. As
titulacBes foram realizadas através de reacdes seroldgicas entre as fracOes diluidas de
cada um dos antissoros obtidos; AsAp, AsAc e AsTt e os respectivos antigenos
homdlogos AgAp, AgAc e AgTt. As diluicGes dos antissoros foram feitas com solugédo

de NaCl a 0,85%, seguindo-se uma progressao geométrica de razao 2.

2.3 Andlise dos afideos através de Ressonancia magnética Nuclear (RMN)

Foi realizada uma analise de ressonancia magnética nuclear das trés espécies de
afideos estudadas e também da planta hospedeira a fim de verificar as semelhancas e
diferencas de substancias constituintes de cada um dos afideos. A planta hospedeira
também foi analisada para verificar quais substancias presentes em ambos os afideos
foram adquiridas via alimentagé&o.

Os afideos foram coletados e posteriormente levados ao Laboratério de Entomologia
Econdmica do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva- DEBE da UFSCar para
triagem e identificacdo das espécies via microscopio estereoscopio.

Para a andlise os afideos foram macerados nas seguintes proporcdes:

e 0,1908gramas (cerca de 250 afideos) de Acyrthosiphon pisum;

e 0,3768gramas (cerca de 1000 afideos) de Aphis craccivora e

e 0,2292gramas (cerca de 800 afideos) de Therioaphis trifolli.

Os afideos foram macerados adicionando-se primeiramente 400 pl de solucéo salina
(Nacl a 0,85%) e centrifugados a 6000 g por 10 minutos. ApOs este processo, O

sobrenadante foi retirado e ao precipitado foi adicionado mais 400 pl de solugéo salina e
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levados a centrifuga por mais 10 minutos, totalizando assim 800 ul de solugédo salina em
cada amostra. Para 0 macerado da planta foi utilizado 0,1259g da planta (Medicago
sativa) e 2 ml de solucdo salina, também centrifugados por 20 minutos.

Apobs este procedimento as amostras foram enviadas ao Laboratério de RMN no
Instituto de Quimica da UFG, Goias. Um espectrdmetro de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de 500 MHz Avance Ill da Bruker® foi utilizado para fazer os
espectros de hidrogénio (*H) com uma sonda de inversa (TBI) de 5 mm de diametro,
com o programa de pulso desacoplado da agua (zgcppr), Os solventes utilizados foram
agua destilada com 4agua deuterada (H,O + D,0), padrdo interno de
trimetilsililpropionato de sodio deuterado (TMSP-d, ) O nimero de varredura foi 128, o

ganho do receptor de 362 (RG) e a temperatura de 298 K.

2.4 Reac0es seroldgicas
As reacOes serologicas homologas e heterdlogas foram realizadas por dupla difuséo
em gel de agar a 1% (OUCHTERLONY, 1958), com tampdo PBS, pH 7,0, sobre
laminas de microscopia (3,0 ml da solugdo de agar por lamina de 75 X 25 mm). As
reacbes homdlogas entre cada um dos antissoros e seus respectivos antigenos e as

heterdlogas entre cada um dos antissoros e diferentes antigenos.

Reacdes Homologas Reacdes Heterdlogas
Antissoros  Antigenos Antissoros Antigenos
AsAp AsAp AsAp AgAC AgTt Predadores
AsAc AgAc AsAc AsAp AgTt Predadores

AsTt AgTt AsTt AsAp AgAc Predadores
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As reacdes com predadores foram realizadas a partir de testes de laboratério e de
campo. Para os testes de laboratério os antigenos foram obtidos pela meceracdo de
exemplares de Harmonia axyridis alimentados com afideos da alfafa. Para tanto
separou-se 3 grupos com exemplares do predador, cada grupo com 20 repeticdes e cada
repeticdo composta de 4 individuos. Cada conjunto assim formado foi mantido em
jejum por 48 horas e apés, para cada um, foi oferecido 1, 2, 3, 4 ou 5 afideos de uma das
trés espécies tratadas. A seguir cada individuo de H. axiridis foi macerado observando-
se um intervalo de 0, 24, 48 e 72h ap6s ter consumido um ou mais dos afideos
oferecidos.

Para os testes de campo os antigenos foram obtidos pela maceracdo de predadores
coletados semanalmente, junto as col6nias de afideos, diretamente sobre as plantas de
alfafa no periodo de agosto de 2011 a julho de 2012. As coletas eram realizadas por
agitacdo das hastes das plantas hospedeiras sobre uma bandeja e, também, com o auxilio
de redes entomoldgicas (Fig. 4A e B). O material coletado era levado ao laborat6rio
para triagem e identificacdo ao taxon possivel. Dos predadores adultos eram utilizados

os abdomens para a realizacdo dos testes serologicos. Ninfas e/ou larvas eram

maceradas e utilizadas integralmente.

Figura 4. A) Captura de afideos e predadores em cultura de alfafa com a utilizagdo de bandejas e B) redes

entomoldgicas para captura de predadores, na Embrapa—CPPSE, Sao Carlos, SP
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2.5 Testes de preferéncia alimentar entre coccinelideos e afideos em laboratério
Para os testes de preferéncia alimentar entre coccinelideos e afideos em
laboratério foram utilizados 60 exemplares de cada uma das espécies: Cycloneda
sanguinea, Harmonia axyrids e Hippodamia convergens. Foram mantidos em jejum por
48h e individualizados em placas de Petri medindo 5 cm de didmetro por 1cm de altura.
Posteriormente em cada placa, foi adicionado 1 afideo adulto de cada uma das 3
espécies tratadas. Para 180 predadores observados anotou-se a seqliéncia em que as
presas eram consumidas.

Uma repeticdo do teste foi realizado com outros 40 exemplares de cada uma das
espécies de coccinelideos e, neste caso, oferecendo-se para cada um 12 afideos adultos,
sendo 4 de cada uma das 3 espécies. Duas horas ap0s o inicio dos testes, os afideos ndo
consumidos foram contados e os resultados utilizados para o célculo do Indice de
Eletividade de Ivlev (KREBS, 1989) para estimar preferéncia do predador por alguma
das espécies de afideos oferecidas.

O indice foi calculado de acordo com o modelo:

IE1= (ri-ni)/(ri+ni), onde:

El= indice de eletividade para a presa i,

ri= abundéancia relativa de cada item consumido,

ni= abundancia relativa de cada item no ambiente.

Os valores entre 0 e +1,0 condicionam preferéncia ou selecdo positiva da presa,
valores entre -1,0 e 00 condicionam rejeicdo ou auséncia de sele¢do da presa. Valor 0

condiciona neutralidade, predagéo passiva.
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3 Resultados e discussao

3.1 Quantificacdo proteica das amostras de afideos
Os resultados das andlises indicaram que o teor proteico dos extratos das trés

diferentes espécies de afideos sdo semelhantes, em média 1mg/ml.

3.2 Obtencao dos antissoros

Para a obtencdo do antissoro para Acyrthosiphon pisum foram realizadas 10
inoculagdes do antigeno em um coelho e 14 sangrias, obtendo-se assim 14 antissoros
(ANEXO 1).

Para Aphis craccivora foram realizadas 19 inoculag¢des e 43 sangrias, obtendo-se 43
antissoros (ANEXO 2).

Para Therioaphis trifolli foram imunizados 3 coelhos, 1 de cada vez, totalizando 26
inoculagdes e 33 sangrias resultando em 33 antissoros obtidos (ANEXOS 3, 4 e 5). O
grande nimero de coelhos utilizados ocorreu devido a dificuldade na obtencdo de
reacdes seroldgicas mais significativas, o que levou a varias tentativas em coelhos
diferentes.

Cerca de 7 dias ap0s a primeira inoculagdo observaram-se 0s primeiros resultados
positivos entre cada um dos antissoros e o seu antigeno homologo. Cassaro - Silva et al.
(2001) observaram reacdes positivas 14 dias apds a primeira imunizacao.

As titulagBes méaximas para os antissoros foram de 1/32 para A. pisum, 1/32 para A.
craccivora e 1/ 8 para T. trifolli. Mollet e Armbrust (1978) afirmaram que o valor do
titulo dos antissoros pode variar de acordo com o poder antigénico da proteina injetada
no coelho e pode haver decréscimo de especificidade com grande numero de

inoculages realizadas.
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Os testes seroldgicos com cada um dos antissoros em reacGes heterdlogas com 0s
diferentes afideos da alfafa foram positivos, mostrando inespecificidade. Diante deste
resultado, procurou-se limpar os antissoros adicionando-lhes uma aliquota dos
antigenos de afideos ndo homdlogos, na proporc¢do de 1/1. Os resultados, no entanto nao
mostraram a especificidade desejada. Um dos motivos pode ser a semelhanca das
proteinas nas diferentes espécies de afideos e que induziram a formacdo de anticorpos
inespecificos. Buscou-se verificar essa possibilidade analisando-se 0s macerados
obtidos de cada um dos afideos utilizados na imunizacdo dos coelhos, em um
espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os resultados mostraram a
grande semelhanca entre 0s compostos protéicos das trés espécies de afideos (Fig. 5).

Os trabalhos serolégicos tiveram prosseguimento utilizando-se 0s antissoros
inespecificos que apresentaram os maiores titulos. Para A. craccivora foram utilizados
0S antissoros AsAcCs, AsACs, ASAC22, ASACs e ASACys; para A. pisum  AsAps, AsApy,
AsAp1, AsApiz, AsApis e para T. trifolii AsTts, AsTts, AsTts, AsTt; e AsTty
(3°coelho). O namero subscrito indica a ordem da sangria para a obtencdo do antissoro
conforme anexos 1, 2 e 5.

Nas reacfes homblogas para A. pisum (AsAp x AgAp) observou-se 0 maximo de 2
linhas de precipitacdo. Nas heter6logas foram observadas 2 linhas com o antigeno de A.
craccivora (AgAc) e 1 linha com o antigeno para T. trifolli (AgTt).

Para A. craccivora, 2 linhas nas reacGes homdlogas (AsAc x AgAC) e nas
heter6logas 2 linhas com o antigeno AgAp e 1 linha com o antigeno de AgTt.

Nas reacdes homdblogas para T. trifolli (AsTt x AgTt) e heter6logas com os

antigenos AgAp e AgAc, 1 linha de precipitacéo.
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Figura 5. Ampliacdo dos espectros de RMN de 'H das amostras de afideos e da planta hospedeira. A
regido entre 2,6 a 4,5 ppm evidencia a presenca de compostos contendo CH; em 4,8 ppm observa-se o
espectro da agua em grande quantidade em ambas as espécies de afideos e na planta hospedeira. Em A)

T. trifolii, em B) A. craccivora , em C) A. pisum e em D) M. sativa.

3.3 Influéncia da quantidade, espécie de afideo e tempo apds ter sido consumido
pelo predador, nos resultados das reacgdes serologicas

Os resultados dos testes de alimentacdo realizados em laboratério com o predador H.
axyridis foram distintos para os diferentes intervalos de tempo ap6s a alimentacdo do
predador e para as diferentes quantidades de afideos que consumiram (Tabela 1).

Para os exemplares de H. axiridis que consumiram A. pisum, os testes realizados
logo apds a ingestdo de 1 afideo foram positivos mostrando 1 linha de precipitacdo e 2

linhas para os que consumiram 4 e 5 afideos.
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Tabela 1. Ndmero de linhas de precipitacdo observadas nos testes serologicos com exemplares de Harmonia axyridis alimentados com os afideos Aphis craccivora,

Acyrthosiphon pisum e Therioaphis trifolli e macerados 0, 24, 48 e 72h ap6s o consumo. Os tragos indicam auséncia de reagéo.

Numero de afideos consumidos por cada predador/tempo ap6s 0 consumo
Predador 1 2 3 4 5 Presa

Oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h

H1 T - - - 1 - - 1 T T
H2 1 - - -1 - .1 .. L2 L2 e A
pisum
H3 1 - - -1 - .1 .. L2 L2 e
H4 1 - - -1 - .1 .. L2 L2 e
H1 1 - - - 1 - - 1 11T
H2 1 - - - 1 - - .1 - < 11 A.
craccivora
H3 1 - - - 1 - - <1 < <11
H4 1 - - - 1 - - <1 < <11
H1 T - - - 1 - - 1 -
T,
H2 1 i i 1 1 trifolli
H3 1 - - -1 -1
H4 1 - - -1 -1
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Apobs 24h da alimentacdo, somente as reacdes onde houve o consumo de 5 afideos
foram positivas, com 1 linha de precipitacdo. Quando alimentados com A. craccivora,
os testes foram positivos quando realizados logo apds o consumo de pelo menos 2
afideos.

O tempo maximo no qual ainda se observaram resultados positivos foi de 24h ap6s o
consumo de 5 afideos. Todas as reagdes resultaram em uma linha de precipitagdo.
Quando o predador foi alimentado com T. trifolii, os resultados positivos foram
observados somente logo ap6s o consumo de 3 afideos.

Os resultados evidenciam que o nimero de presas consumidas pelo predador, o
tempo para a realizacdo do teste ap6s o consumo da presa pelo predador e o titulo do
antissoro sdo fatores que devem ser levados em conta quando se emprega a serologia
nos estudos de relagdes alimentares.

De acordo com Luck et al.(1988) a detecgédo da presa no intestino de um predador
depende da quantidade de individuos ingeridos, do tempo decorrido ap6s a alimentacao,
da taxa de digesté@o do predador e da sensibilidade do teste.

Para Mciver (1981) além destes fatores, a temperatura no qual os predadores estao
submetidos também irdo influenciar os resultados.

Dempster (1960) obteve resultados seroldgicos positivos com dermapteros testados
até 30 h apds o consumo de um ovo do coledptero P. olivacea e até 5 dias, apds o
consumo de uma larva de ultimo estagio. Nas reacGes seroldégicas com mirideos e
antocorideos, 0 autor observou reacGes positivas até 24 h apds cada exemplar ter sido
alimentado com um adulto de P. olivacea.

Ohiagu e Boreham (1978) observaram resultados seroldgicos positivos para

Coccinella septempunctata 48h ap6s o consumo de Acyrthosiphon pisum.
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Mclver (1981) observou a frequéncia de consumo da aranha Pardosa sternalis
(Lycosidae) e notou que mesmo ap6s 150h decorridas da alimentacdo ainda foi possivel
obter resultados positivos. De acordo com 0 autor, as aranhas tém a capacidade de
reduzir a taxa metabdlica em condicGes de alimento limitadas.

Sousa-Silva (1980) observou reacdes positivas para percevejos e aranhas
alimentados com lagartas de Diatrea saccharalis. Para os percevejos, os resultados
foram positivos até 96h apds a alimentacdo. Ja para as aranhas, os resultados foram
positivos somente até 24h apds o consumo dos lepidopteros.

Cassaro-Silva et al. (2001) alimentaram aranhas com machos e fémeas de O.
punctata e observaram reacdes seroldgicas positivas nos testes com o predador, logo
apds o consumo das presas.

Reacbes heterélogas positivas foram registradas com predadores armazenados em
freezer a -2°C por 14 meses evidenciando que o congelamento ndo interferiu na
capacidade de deteccdo através dos testes seroldgicos.

Segundo Harwood e Obrycki (2005) e Cassaro-Silva et al. (2001) predadores que
ndo podem ser testados logo apGs a captura devem ser armazenados em baixas
temperaturas para diminuir seu processo metabdlico. O congelamento tem sido
empregado para preservar a integridade do contetdo proteico da presa consumida pelo
predador, garantindo assim maior nimero de resultados positivos em testes serologicos.

Estudos realizados por Santos-Neto et al. (2010) apontaram que 0s antissoros a
partir de ovos recém-ovipositados e congelados ndo mostraram diferencas na sua
capacidade de reconhecer os antigenos, assim para 0s autores, 0 congelamento mantem

a qualidade antigénica das proteinas que induzirdo a producdo do antissoro.
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3.4 Coletas de campo e reacdes seroldgicas heterdlogas

Durante o periodo amostral foram coletados 2.161 exemplares entre insetos e
aranhas. Dentre o0s insetos, exemplares das familias Coccinellidae; Nabidae;
Pentatomidae; Geocoridae; Syrphidae; Carabidae; Chrysopidae; Reduviidae;
Dermaptera; Dolichopodidae e dentre as aranhas exemplares de Salticidae, Thomisidae,
Lycosidae, Ctenidae, Nephilidae, Araneidae, Sparassidae, Theridiidae, Pholcidae,
Trocantheriidae, Lynphidae e Sicariidae Imagens de alguns desses predadores sé&o
observadas nas figuras 6 e 7.

Do total de predadores testados serologicamente, 508 (23,5%) reagiram com um ou
mais de um dos antissoros AsAp, AsAc ou AsTt (ANEXO 6).

Para 24 carabideos testados, 12,5% dos resultados foram positivos. Esses
predadores sdo extremamente generalistas, com atividade preponderantemente noturna
(SARAN et al., 2007).

Dos 1404 coccinelideos adultos testados serologicamente 22,0% dos resultados
foram positivos. Das 71 larvas testadas 47,8% dos testes foram positivos (Anexo 7). De
acordo com Saran et al. (2007) as larvas de algumas espécies de coccinelideos
consomem diariamente mais afideos do que os adultos. Para C. sanguinea, por exemplo,
0 consumo diario larval pode chegar até a 200 afideos enquanto o adulto preda em
média apenas 20 afideos por dia. Para Hodek, (1967) o consumo de presas por
coccinelideos adultos é maximo para fémeas ovipositando, baixo para fémeas nédo
ovipositando e minimo para 0s machos.

Santos et al. (2009) observaram que a predacdo de coccideos por larvas de

coccinelideos é mais significativa do que por coccinelideos adultos.
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Figura 6. Imagens de alghns dos predadores coI:etados em Eulfura de alfafa (Embrapa, CPPSE- S&o
Carlos, SP. Em A) ninfa de Nabidae; B) larva de Syrphidae; C) adulto de Dermaptera; D) larva de
Chrysopidae; E) adultos de Carabidae; F) adultos de Coccinellidae, sendo da esquerda para direita: H.
axyridis, H. convergens, C. sanguinea e E. connexa; G) adulto de Geocoridae e H) adulto de Reduviidae.
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Figura 7. Imagens de alguns dos aracnideos coletados na cultura da alfafa (Embrapa, CPPSE- Séao Carlos,

SP). Em A) Nephilidae; B) Ctenidae; C) Salticidae; D) Sparassidae; E) Lycosidae e F) Thomisidae.

Vickermam e Sunderland (1975) através da técnica seroldgica constataram a
predacdo de afideos em campos de cereais por carabideos, coccinelideos e dermapteros
sendo a predacdo por coccinelideos em maior proporcao.

Dentre os coccinelideos H. axyridis foi a espécie mais coletada. Dos 748 individuos
testados serologicamente apenas 15,24% das reagdes foram positivas. Na China a

espécie é considerada uma das principais predadoras de afideos em algoddo, sendo
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também muito utilizada em programas de controle biologico na Asia (ALMEIDA,
SILVA, 2002).

Em relacdo a C. sanguinea foram testados 213 exemplares dos quais 15,17%
reagiram positivamente. Esta espécie é considerada o principal inimigo natural dos
pulgdes em algodoeiro no Brasil (BASTOS; TORRES, 2005).

Dos 32 exemplares de E. connexa testados, apenas 2,27% dos resultados foram
positivos.

Nos testes seroldgicos com 409 exemplares de H. convergens 30,5% dos resultados
foram positivos. De acordo com Kato et al. (1999) a espécie é responsavel por manter a
populacdo de afideos da cultura da alfafa abaixo do nivel de controle na California.

Também na Argentina, Eriopis connexa e Hippodamia convergens destacam-se
como bons controladores de afideos em culturas de alfafa. (ARAGON, 1990 apud
SOUSA-SILVA, 1998).

Foram testadas serologicamente 55 larvas de sirfideos, resultando em 67,2% de
resultados positivos com até 3 linhas de precipitacdo. As larvas de sirfideos, segundo
Ilharco (1992), durante seu desenvolvimento alimentam-se de centenas de afideos.
Saran et al. (2007) ressaltam que a capacidade de consumo das larvas de sirfideos é de
300 a 800 afideos durante o seu desenvolvimento. S&o considerados predadores
essenciais no controle dos afideos em Portugal (ILHARCO, 1992). No Brasil, séo
citados por Bastos e Torres (2005) como potenciais predadores de muitas espécies de
afideos em diversas culturas.

Nenhum dos dois exemplares de Dolichopodidae coletados no presente trabalho e
testados serologicamente foram positivos. Em Minas Gerais, Morais (2010) observou

adultos dessa familia predando afideos em cultura de repolho. A predacdo de afideos
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por dolicopodideos em cultura de algodédo é citada por Bastos e Torres (2005). Esses
insetos sdo predadores de afideos tanto na fase larval quanto adulta.

Dos 20 crisopideos coletados 65,0% resultaram em reacdes seroldgicas positivas
evidenciando sua importancia como controlador de afideos na cultura da alfafa. Mendes
et al. (2000) observaram em cultura de alfafa em Lavras, MG, que crisopideos e
geocorideos (Hemiptera: Heteroptera) somaram menos de 1% do total de predadores
coletados e foram considerados acidentais na cultura. De acordo com Bastos e Torres
(2005) apesar de serem capazes de predar varios insetos, 0s crisopideos predam
preferencialmente afideos e que durante toda a sua fase larval podem consumir de 100 a
600 afideos.

Dentre os Heteroptera foram testados 156 nabideos dos quais 33,9% responderam
positivamente aos testes serologicos. Dos 55 geocorideos testados 27,2% de reacdes
serolégicas foram positivas. Segundo Mendes et al. (2000) Geocoris destaca-se como
predador de afideos.

Dos 76 pentatomideos testados serologicamente 5,2% das reacdes foram positivas.
Pentatomideos do género Podisus predam preferencialmente lagartas de Lepidoptera,
mas também podem predar outros insetos como os afideos (SARAN et al., 2007).

Foram testados 17 reduvideos com 41,1% de resultados positivos.

Dentre 0s 13 dermapteros coletados 7% responderam positivamente aos testes
serolégicos. Bastos e Torres (2005) e Saran et al. (2007) consideram esse grupo de
insetos importantes controladores de afideos e mosca branca. A busca pela presa em
geral é realizada no periodo noturno.

Dentre os insetos os sirfideos foram 0s que apresentaram a maior porcentagem de

resultados seroldgicos positivos (67,2%). Em seguida, os Crisopideos com 65,0%.
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Apbs, os coccinelideos com 20% de resultados positivos, destacando-se nesse grupo H.
convergens com 30,5% de reagdes positivas.

Esses predadores se destacaram no controle dos afideos em alfafa, devendo merecer
grande atencdo dos especialistas para serem utilizados em programas de controle
bioldgico na cultura.

Do total de aranhas (Araneae) foram testados serologicamente 95 exemplares de
Salticidae com 7,14% das reacdes positivas; 74 de Thomisidae com 6,75% dos testes
positivos; 14 exemplares de Nephilidae, com 14,28% de resultados positivos; 6
exemplares de Pholcidae com 16,6% dos testes positivos; 26 exemplares de Lycosidae
dos quais 7,69% dos testes foram positivos; 19 exemplares de Ctenidae com 5,28% de
resultados positivos e 11 individuos de Araneidae com 9,0% dos resultados dos testes
serolégicos positivos (Tabela 2).

Greenstone (1993) observou que a serologia € um importante método para o estudo
da predacdo por aranhas, ja que apenas os fluidos corpéreos da presa sdo consumidos
tornando dificil a detec¢do da predacdo com o emprego de outras técnicas. Sunderland
et al. (1987) mencionam Lycosidae e Tetragnatidae como importantes familias de
aranhas predadoras de afideos em cereais.

Sujii et al. (2007) observaram varias espécies de aranhas predando afideos em
cultura de algoddo no Distrito Federal. Para Ilharco (1992) embora haja evidéncias de
que as aranhas possam predar afideos, pouco interesse tem sido dado ao grupo como
controlador bioldgico desses insetos.

Saran et al. (2007) ressaltam que todas as aranhas sdo predadoras generalistas
podendo se alimentar tanto de insetos pragas como de insetos benéficos a cultura. Além
de utilizarem o alimento que acaba prendendo-se em suas teias sdo avidas cacadoras

ocorrendo tanto no solo como em partes mais altas das plantas.
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Tabela 2. Aracnideos coletados, de agosto de 2011 a julho de 2012, em campos de alfafa e testados através da técnica seroldgica. Somente as coletas em que houve resultados
seroldgicos positivos foram consideradas. Os ndmeros entre parénteses () indicam os resultados positivos.

Data/Coleta Salticidae Thomisidae Pholcidae Lycosidae Araneidae Ctenidae Nephilidae
17/8/11 0 1(2) 0 0 0 1(0) 0
31/8/11 0 0 1(2) 0 0 0 0
13/10/11 3(2) 5(1) 0 0 0 0 0

24/10/11 0 4(1) 0 0 0 0 0
30/1/12 0 4(1) 1(0) 1(0) 0 0 0
15/2/12 20(6) 4(0) 0 2(0) 3(2) 0 0
29/2/12 1(0) 3(0) 0 1(2) 0 0 0
21/3/12 0 3(2) 0 0 0 0 0
4/4/12 18(3) 11(2) 2(0) 2(0) 2(0) 2(0) 6(0)
11/4/12 30(4) 7(0) 1(0) 9(0) 5(0) 7(0) 4(1)
18/4/12 13(2) 15(0) 0 8(1) 1(0) 6(1) 2(2)

3/5/12 2(2) 2(0) 0 0 0 0 2(0)
20/7/12 2(2) 1(0) 0 0 0 0 0

Total 95(19) 74(5) 6(1) 26(2) 11(0) 19(2) 14(2)
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Como salienta Mciver (1981), na maioria dos casos, 0s estudos serolégicos sdo
amplamente utilizados para qualificar a relacdo predador-presa, pois estimar a
quantidade de presas consumidas por um predador, por exemplo, ndo é possivel sem
levar em conta a temperatura, a taxa de digestdo da presa e a influéncia do tempo
decorrido apds a alimentacdo do predador.

Provavelmente esse conjunto de fatores influenciou os resultados das reagdes
serolégicas com o material coletado em campo neste trabalho.

Como salientado por Santos et al. (2009) 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.

Resultados negativos podem n&o significar que o predador testado ndo consumiu a
presa, mas sim pode ser o resultado da influéncia de qualquer um dos fatores citados. A
predacdo secundaria pode ser um agravante para resultados falso positivos.

Harwood et al. (2001) detectaram erros na relagcdo entre afideo-aranha-carabideo
utilizando a serologia. Segundo os autores a predacdo secundaria de Carabidae foi
detectada quando os testes seroldgicos foram realizados logo ap6s o consumo de afideos
pelas aranhas. No entanto os autores salientam que conhecendo a biologia dos
predadores testados a ocorréncia de falso positivo sera menor.

Para Sunderland et al. (1987) a grande variacdo na deteccdo do afideo em serologia
pode ser atribuida ao tamanho do afideo consumido e ao tamanho do proprio predador.
Os autores também constataram que o sexo do predador pode interferir nos resultados.
Em testes realizados com aranhas e coccinelideos fémeas, observaram maior nimero de
resultados positivos do que os registrados nos testes com os machos. Isto se deve a uma
combinagéo entre a maior taxa de predacéo e taxa de digestdo mais lenta das fémeas em

relagédo aos machos.
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Nos testes seroldgicos utilizando-se os predadores coletados em campo observou-se
392 resultados positivos com 0 antissoro para A. craccivora, 296 com 0 antissoro para
A. pisum e 224 reacGes positivas com o antissoro para o afideo T. trifolii (Tabela 3)
Observa-se que a soma dos resultados das reagdes com cada antissoro é diferente do
valor total do nimero de resultados positivos, uma vez que com o mesmo predador pode
haver 1, 2 ou 3 resultados positivos quando testados com os diferentes antissoros, que
apesar da inespecificidade parecem mostrar uma preferéncia alimentar dos predadores
por A. craccivora. Mesmo em periodos em que a espécie ocorria em menor quantidade

(Tabela 4) era, mesmo assim, a mais consumida (Tabela 5).

Tabela 3. Resultados obtidos nas reacdes serolégicos entre predadores coletados em alfafa e os antissoros
AsAc (A. craccivora), AsAp (A. pisum) e AsTt (Therioaphis trifolii)

Predador N° N° resultados Resultados para cada Antissoro
predadores positivos ASAC ASAp ASTi
testados
Coccinellidae 1404 309 231 177 108
L. Coccinellidae 71 34 27 13 27
Chrysopidae 20 13 11 11 4
Syrphidae 55 37 36 29 23
Reduviidae 17 7 7 3 4
Carabidae 24 3 3 0 1
Pentatomidae 76 4 3 2 3
Geocoridae 55 15 11 8 9
Dermaptera 13 1 1 0 0
Nabidae 156 53 41 38 24
Aracnideos 266 32 21 15 21

Total 2161 508 392 296 224
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Tabela 4. Abundancia numérica total das espécies da afideos amostradas na cultura de alfafa em cada

periodo durante as coletas de agosto de 2011 a julho de 2012.

Periodo A. pisum A. craccivora T. trifolii
Primavera 491 430 1658
Veréo 3734 1377 2056
Outono 1228 227 566
Inverno 314 535 494

Tabela 5. Resultados dos testes seroldgicos realizados entre cada um dos afideos A.craccivora (Ac), A.
pisum (Ap) e T. trifolii (Tt) e antissoro obtido pela maceracdo de exemplares de H. axiridis coletados em

diferentes periodos, O afideo sublinhado indica sua predominancia quantitativa no periodo.

Primavera Verao Outono Inverno

Coccinelideos Ac-Ap- Tt  Ac- Ap- Tt Ac- Ap- Tt Ac- Ap- Tt

H. axyridis 2-4-4 22- 20- 22 51- 35-31 1- 0-0
H. convergens 26- 31- 21 14- 15- 10 47- 29- 23 4-6-0
C. sanguinea 8-6-5 5-3-4 29- 10- 6 13-12-5
E. connexa 2-3-2 1- 1-1 4-2-4 0- 0-0

Essa tendéncia é reforcada pelas observacGes em laboratdrio que mostram que a
maioria dos exemplares de C. sanguinea, H. axyrids e H. convergens consumiu
primeiro A. craccivora. A espécie foi consumida primeiro por 101 coccinelideos, A.
pisum foi o primeiro afideo consumido de 45 coccinelideos e T. trifolii foi consumido

primeiro por 34 dos coccinelideos observados (Tabela 6 ). Lucas et al. (1997) salientam
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que o tipo de presa consumida no campo durante o seu desenvolvimento pode
influenciar na selecdo da presa no decorrer dos testes de preferéncia em laboratorio, ou
seja, o predador podera selecionar nos testes a mesma presa a qual esta acostumado a
consumir todos os dias em condi¢des naturais.

No momento em que os afideos eram oferecidos aos predadores estes pareciam

selecionar a presa, ndo consumindo a primeira que encontravam.

Tabela 6. Dados dos testes de consumo dos afideos A. craccivora, A. pisum e T. trifolii pelos predadores

C. sanguinea, H. axyrids e H. convergens realizados em laboratdrio.

Predador N° de exemplares de afideos consumidos primeiro por cada espécie de predador
A. craccivora A. pisum T. trifolii

C. sanguinea 34 15 11

H. axyrids 37 10 13

H. convergens 30 20 10

Total 101 45 34

De acordo com os resultados dos calculos do Indice de Eletividade de Ivlev, dos 40
coccinelideos de cada espécie, para C. sanguinea, 7 foram neutros, 1 preferiu T. trifolii
e 32 preferiram A. craccivora. Em relacdo a H. axyridis, 5 dos exemplares foram
neutros, 1 preferiu A. pisum e 34 preferiram A. craccivora. Para H. convergens, 5
foram neutros, 1 preferiu T. trifolii e 34 preferiram A. craccivora (Tab. 7), (ANEXOS
8, 9 e 10).

Segundo Rezende e Mazzoni (2006) a preferéncia alimentar tende a ser uniforme

entre os individuos de mesma espécie, como visto neste trabalho.
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Tabela 7. Média do Indice de Eletividade de Ivlev para as presas A. craccivora, A. pisum e T. trifolii

consumidos em laboratério por C. sanguinea, H. axyridis e H. convergens.

Predador Meédia do Indice de Eletividade de lvlev das presas
A. craccivora A. pisum T. trifolii

C.sanguinea +0,22 -0,35 -0,17

H. axyridis +0,22 -0,35 -0,25

H. convergens + 0,20 - 0,33 -0,15

Cabral e Nufies (2011), analisando o ciclo de vida e o consumo dos afideos
Toxoptera citricidus e A. craccivora pelos predadores C. sanguinea e H. axyridis,
constataram que ambos os coccinelideos exibiram preferéncia alimentar por A.
craccivora.

Alvarez et al. (2005) realizaram experimentos para verificar a preferéncia alimentar
de C. sanguinea pelos afideos Aphis helianthi, A. craccivora e Lypaphis erysimi e
também observaram que A. craccivora foi o afideo mais consumido.

Segundo Agarwala et al. (2001) A. craccivora € o alimento preferencial do
coccinelideo Menochilus sexmaculatus.

Para Giorgi et al. (2009), algumas espécies de coccinelideos exibem preferéncias
alimentares claramente definidas, mas para outras, varios fatores como disponibilidade
da presa no ambiente, palatabilidade, tamanho da presa e do predador etc, podem
influenciar na escolha da presa a ser consumida.

Pinto (2009) salientou que na natureza, a selecdo do recurso alimentar pode estar
relacionada com a disponibilidade de presas no ambiente, como ja obsevado por outros
autores. Em testes de laboratdrio sdo oferecidas quantidades de presas semelhantes,

desta forma este fator provavelmente ndo interfere na escolha da presa.
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Para Rezende e Mazzoni (2006), o tamanho da presa assim como o do proprio
predador pode interferir na escolha do alimento.

Nos testes realizados neste trabalho, em relagéo ao tamanho das presas, A. pisum era
o afideo de maior comprimento, atingindo até 4,4mm, T. trifolli foi o afideo de menor
comprimento atingindo de 1,4 a2 mm e A. craccivora com 2mm em média Em relacéo
aos predadores, H. axyridis era 0 maior, e C. sanguinea 0 menor. Para este predador
pode ser dificil capturar um afideo de maior tamanho, da mesma forma que para H.
axyridis capturar uma presa pequena pode ser desvantajoso do ponto de vista
energético.

Segundo Hodek (1967) as presas podem ser classificadas como alternativas e
essenciais. Os coccinellideos aceitam um alimento alternativo na auséncia do alimento
essencial e este lhe servira apenas como fonte de energia, no entanto ndo permite seu
pleno desenvolvimento que é alcancado a partir do consumo de presas essenciais que
garantem o desenvolvimento larval e a oviposi¢cdo do predador. De acordo com Omkar
(2005) a preferéncia alimentar e a escolha da presa adequada também podem ser
influenciados pelos proprios constituintes da planta hospedeira da presa e até mesmo
pela sua arquitetura. Outros fatores tais como palatabilidade e qualidade nutricional da
presa sdo citados por Rezende e Mazzoni (2006).

Omkar (2005) avaliou a preferéncia alimentar e o desempenho do coccinellideo
Propylea dissecta alimentado com 7 diferentes espécies de afideos. Observou que a
preferéncia do coccinelideo foi por A. craccivora que também lhe proporcionou melhor
desenvolvimento. O melhor desempenho pode ser atribuido a presenca de nutrientes no
afideo em niveis adequados ao coccinelideo, e o alto consumo a sua melhor
palatibilidade. Ainda segundo o autor, a alta palatabilidade de A. craccivora para P.

dissecta pode ser atribuida a construcéo quimica da planta hospedeira da presa.
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Hodek (1967) salientou que o consumo de determinada presa pode levar o predador
a morte por conta de alguma substancia quimica que pode ser téxica ao predador e
possivelmente seja requerida da planta hospedeira pela presa. Nesse aspecto Omkar
(2005) observa que H. axyridis, quando alimentada com A. craccivora proveniente dos
hospedeiros Robinia pseudoacacia e Vicia faba ndo conseguiu se desenvolver o que
levou a morte do predador. No entanto, A. craccivora proveniente do hospedeiro
Dolichos lablab propiciou o pleno desenvolvimento de P. disssecta.

Para Soares et al. (2004), a preferéncia de um predador por determinada presa esta
correlacionada com o desempenho que esta lhe proporcionara, preferindo presas mais
adequadas ao seu desenvolvimento. No entanto, segundo Hodek (1993) a preferéncia
alimentar de um predador pode ndo ser pela presa mais adequada ao seu
desenvolvimento, longevidade e reproducdo. O autor salienta como exemplo que
embora o neurdptero Micromus angulatus prefira afideos a uma mistura de agucar e
levedura, este Gltimo alimento foi o mais favoravel a sobrevivéncia e reproducdo do
predador.

Outros fatores também podem estar relacionados com a escolha da presa. Soares et
al. (2004) citam a preferéncia dos coccinelideos por certos habitats, sincronia do ciclo
de vida da presa com o seu ciclo de vida e a associacdo da presa com a planta
hospedeira como fatores que também influenciam a preferéncia alimentar.

O conhecimento da preferéncia alimentar de um predador, assim como de outros
fatores relacionados, tais como a flutuacdo populacional das espécies de afideos e da
diversidade de predadores, fornece subsidios importantes que auxiliam a escolha de
espécies que possam ser utilizadas em programas de controle bioldgico, tornando mais

eficiente o controle de uma determinada praga.
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Conclusoes

Os antissoros para os afideos Aphis craccivora, Acyrthosiphon pisum e
Therioaphis trifolii f. maculata ndo foram especificos.

Foi possivel através da serologia reconhecer predadores de afideos em alfafa;

Os testes de laboratério mostram que houve preferéncia alimentar dos
coccinelideos Cycloneda sanguinea, Harmonia axyridis e Hippodamia
convergens pelo afideo Aphis craccivora.

Sirfideos e crisopideos foram proporcionalmente os predadores com maior
namero de resultados serolégicos positivos.

Predadores congelados por um periodo de até 14 meses mostraram resultados
positivos nos testes seroldgicos com os antissoros AsAc, AsAp e AsTt,

Os testes seroldgicos para verificar a influéncia da quantidade, espécie de afideo
e tempo apos ter sido consumido pelo predador, mostraram que as reacdes
seroldgicas positivas sdo detectadas até 24 horas do consumo da presa pelo

predador.
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ANEXO 1. Data das inoculagdes do antigeno Acyrthosiphon pisum no coelho, sangrias e antissoros
obtidos.

Data das inoculagbes = Data das sangrias  Antissoros obtidos

- 713/12 SN*
18- 7/3/12 - -
2% - 14/3/12 14/3/12 ASAP,
3%-21/3/12 21/3/12 ASAP;
4° - 28/3/12 28/3/12 ASAP;
5% - 4/4/12 4/4/12 ASAP,
6 - 11/4/12 11/4/12 ASAPs
7% - 18/4/12 18/4/12 ASAPg
- 25/4/12 ASAP;
8% - 30/7/12 - -
9% - 3/8/12 3/8/12 ASAPg
- 6/8/12 ASAPy
- 7/8/12 ASAP
- 8/8/12 ASAP1;
10°%- 10/8/12 10/8/12 ASAP;;
- 13/8/12 ASAP;3
- 14/8/12 ASAP14

*SN: Soro normal, - : auséncia de inoculagdo ou sangria



72

ANEXO 2. Data das inoculagdes do antigeno Aphis craccivora no coelho, sangrias e antissoros obtidos.

Data das inoculagdes

Data das sangrias

Antissoros obtidos

12-11/11/11
22-22/11/11

32-30/11/11

42-9/12/11

52-19/12/11

6% - 26/12/11

78-7/3/12
82- 14/3/12
92-21/3/12
107 - 28/3/12
112 - 4/4/12
122-11/4/12

132-18/4/12

11/11/11
22/11/11
30/11/11
1/12/11
5/12/11
9/12/11
19/12/11
20/12/11
21/12/11
22/12/11
23/12/11
26/12/11
27/12/11
2/1/12
3/1/12
9/1/12
17/1/12
713/12
14/3/12
21/3/12
28/3/12
4/4/12
11/4/12

18/4/12

SN*

ASAC;
ASAC,
ASAC;
ASAC,
ASACs
ASACs
ASAC;
ASACs
ASACy
ASAC
ASAC;
ASAC;
ASAC;3
ASAC4
ASAC;s
ASACi6
ASAC;
ASACsg
ASACg
ASACy
ASAC;
ASAC);

ASAC;3



Continuacéo anexo 2

142 -10/7/12

152 - 16/7/12

162 - 23/7/12

172-30/7/12

182 - 3/8/12

192-10/8/12

25/4/12
11/7/12
12/7/12
13/7/12
17/7/12
18/7/12
19/7/12
20/7/12
23/7/12
24[7/12
25/7/12
26/7/12
27/7/12

1/8/12

3/8/12

6/8/12

7/8/12
10/8/12
13/8/12

14/8/12

ASACy4

ASACys
ASACy

ASAC,,

ASACys
ASACy
ASACs3

ASAC3;

ASAC3,
ASACs3
ASAC34
ASAC3s

ASAC3

ASAC3;
ASACss
ASACs3
ASACy
ASACs
ASAC

ASACs3

*SN: Soro normal, -: auséncia de inoculagéo ou sangria
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ANEXO 3. Data das inoculagcbes do antigeno Therioaphis trifolli no primeiro coelho, sangrias e
antissoros obtidos.

Data das Data das sangrias  Antissoros obtidos
inoculacdes

- 19/09/11 SN*

18- 19/09/11 - -

22 - 26/09/11 26/09/11 ASTT,
32-3/10/11 3/10/11 ASTT,
42 -9/10/11 9/10/11 ASTT3
52-19/10/11 19/10/11 ASTT,
6% - 27/10/11 27/10/11 ASTTs

*SN: Soro normal, -: auséncia de inoculagéo ou sangria
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ANEXO 4. Data das inoculacdes do antigeno Therioaphis trifolli no segundo coelho, sangrias e antissoros
obtidos.

Data das Data das sangrias  Antissoros obtidos
inoculacdes

- 11/11/11 SN*

12-11/11/11 - -

2%-22/11/11 22/11/11 ASTT,
32-30/11/11 30/11/11 ASTT,
- 1/12/11 ASTT;
- 5/12/11 ASTT,
42-9/12/11 9/12/11 ASTTs
52-19/12/11 19/12/11 ASTTs
- 20/12/11 ASTT;
- 21/12/11 ASTTs
- 22/12/11 ASTTy
- 23/12/11 ASTTo
6% - 26/12/11 26/12/11 ASTT11
- 27/12/11 ASTTy
78 -5/1/12 5/1/12 ASTT13
- 6/1/12 ASTTus
82— 16/1/12 16/1/12 ASTTs
- 17/1/12 AST T
92-26/1/12 26/1/12 ASTTyy
- 27/1/12 ASTTig

*SN: Soro normal, -: Auséncia de inoculagéo ou sangria
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ANEXO 5. Data das inoculagdes do antigeno Therioaphis trifolli no terceiro coelho, sangrias e antissoros

obtidos.
Data das Data das sangrias ~ AAntissoros obtidos
inoculacdes
- 7/3/12 SN*
12-7/3/12 - -
28 -14/3/12 14/3/12 ASTT;
32-21/3/12 21/3/12 ASTT,
42 - 28/3/12 28/3/12 ASTT3
52 - 4/4/12 4/4/12 ASTT,
62-11/4/12 11/4/12 ASTTs
78 - 18/4/12 18/4/12 ASTT,
- 25/4/12 ASTT,
8- 6/9/12 - -
92-10/9/12 10/9/12 ASTTg
102 - 13/9/12 13/9/12 ASTTy
112-17/9/12 17/9/12 ASTTyg

*SN: Soro normal, -: Auséncia de inoculagéo ou sangria
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ANEXO 6. Predadores coletados, de agosto de 2011 a julho de 2012, e testados através da técnica seroldgica. Os nimeros entre parénteses () indicam os resultados positivos. Coc=
Coccinellidae, LCoc= Larvas de Coccinellidae, Cri= Larvas de Chrysopidae, Sir= Larvas de Syrphidae, Red= Reduviidae, Car= Carabidae, Pen= Pentatomidae, Geo= Geocoridae,
Der= Dermaptera, Nab= Nabidae e Ara= Aracnideos.

Data/Coleta Coc LCoc Cri Sir Red Car Pen Geo Der Nab Ara
17/8/11 21(4) 1(0) 0 0 0 0 0 0 0 4(1)
3(3)

24/8/11 5(0) 0 1(1) 0 0 1(0) 0 2(0) 0 4(0) 0
31/8/11 5(0) 3(0) 0 0 0 0 3(0) 0 0 3(1) 3(1)
9/9/11 19(6) 0 5(2) 0 0 0 7(0) 4(1) 0 11(4) 7(0)
28/9/11 13(9) 2(1) 0 0 0 0 0 0 0 0 2(0)

4/10/11 39(15) 2(1) 0 0 0 0 3(0) 0 0 0 0
13/10/11 12(3) 1(0) 1(1) 0 0 0 1(0) 0 0 2(1) 12(2)
24/10/11 31(12) 3(2) 0 0 0 0 0 0 0 0 4(1)

2/11/11 8(4) 0 0 4(3) 0 2(0) 0 0 0 12(5) 0

9/11/11 21(8) 0 0 0 0 0 1(0) 0 0 0 1(0)
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Data/Coleta  Coc LCoc Cri Sir Red Car Pen Geo Der Nab Ara.
28/11/11 6(2) 0 5(4) 0 0 0 0 0 0 0 3(0)
5/12/11 9(2) 1(1) 0 0 0 0 1(0) 0 0 0 1(0)
12112111 71(15) 2(0) 0 0 0 0 1(0) 0 0 0 1(0)
21/12/11 34(9) 1(0) 0 0 0 0 1(0) 0 0 2(1) 2(0)

3/1/12 4(1) 2(1) 3(1) 6(4) 1(1) 0 0 1(0) 0 0 0

30/1/12 0 0 0 1(1) 1(0) 2(0) 2(0) 0 0 8(3) 6(1)
3/2/12 3(2) 1(0) 0 2(2) 0 0 0 4(0) 0 1(1) 5(0)
15/2/12 97(19) 5(3) 0 0 0 2(0) 9(0) 0 0 23(11)  29(7)
24/2/12 0 0 0 0 0 1(0) 5(0) 1(0) 0 1(0) 3(0)
290/2/12 86(9) 8(6) 0 7(4) 0 2(1) 6(0) 0 0 1(1) 5(1)
8/3/12 79(10)  20(14) 0 0 0 0 2(1) 0 0 0 0
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Continuagao anexo 6

Data/Coleta  Coc LCoc Cri Sir Red Car Pen Geo Der Nab Ara.
1473712 137(10)  3(3) 0 0 0 1(0) 0 0 0 0 0
21/3/12 73(8) 0 0 0 2(0) 0 0 0 0 0 0
28/3/12  126(22)  14(2) 0 5(2) 0 0 0 1(0) 0 0 2(0)
4/4/12 41(7) 0 0 1(0) 6(2) 0 13(1) 0 0 20(6) 47(4)
11/4/12 71(6) 0 0 0 3(1) 3(0) 12(2) 5(0) 9(0) 33(9) 06)
18/4/12  141(50) 0 0 5(3) 1(1) 7(2) 6(0) 12(6) 1(0) 33(8) 46(5)
3/5/12 48(10) 2(0) 1(1) 2(2) 1(1) 1(0) 3(0) 14(5) 1(0) 0 6(1)
11/5/12  129(46) 0 0 6(4) 2(1) 1(0) 0 3(2) 2(1) 1(1) 1(0)
22/5/12 46(10) 0 0 2(2) 0 0 0 0 0 1(1) 1(0)
20/7/12 28(12) 0 4(3) 11(7) 0 1(0) 0 8(1) 0 0 3(2)

Total 1404(309)  71(34)  20(13)  55(37) 17(7) 24(3) 76(4) 55(15) 13(1)  156(53)  266(32)
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ANEXO 7. Coccinelideos coletados, no periodo de agosto de 2011 a julho de 2012, e testados serologicamente
com os antissoros AsAc, AsTt e AsAp. Entre parénteses indica-se 0 nimero de resultados positivos nas reagdes
seroldgicas.

Data/coleta  C. sanguinea E. connexa H. convergens H. axyridis C. maculata
17/8/11 4(0) 2(0) 11(3) 3(1) 0
9/9/11 4(1) 1(0) 14(5) 0 0
28/9/11 4(3) 3(2) 6(4) 0 0
4/10/11 11(6) 0 27(9) 1(0) 0
13/10/11 2(0) 2(1) 8(2) 0 0
24/10/11 0 0 30(12) 1(0) 0
2/11/11 0 0 4(1) 4(3) 0
9/11/11 5(1) 4(1) 7(6) 5(0) 0
28/11/11 0 1(0) 2(2) 3(1) 0
5/12/11 3(1) 0 4(1) 2(0) 0
12/12/11 8(3) 0 52(11) 11(1) 0
21/12/11 7(2) 0 27(7) 0 0
3/1/12 2(0) 0 0 2(1) 0
3/2/12 1(0) 1(1) 0 1(1) 0
15/2/12 23(3) 2(0) 15(5) 57(11) 1(0)
29/2/12 5(0) 0 23(4) 58(5) 0
8/3/12 3(0) 1(0) 13(3) 62(7) 0
14/3/12 4(0) 0 3(1) 130(9) 0
21/3/12 1(0) 0 13(0) 59(8) 0
28/3/12 7(1) 0 8(5) 111(16) 0
4/4/12 2(2) 0 1(0) 38(6) 0
11/4/12 3(1) 0 5(1) 63(4) 0

Continuagao anexo 7
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Data/coleta  C. sanguinea E. connexa H. convergens H. axyridis C. maculata
18/4/12 13(5) 2(1) 31(13) 95(31) 0
3/5/12 5(1) 1(0) 4(0) 38(7) 0
11/5/12 50(14) 4(2) 70(28) 4(2) 1(0)
22/5/12 16(6) 3(1) 27(3) 0 0
20/7/112 23(12) 5(0) 0 0 0

Total 213(61) 32(9) 409(125) 748(114) 2(0)
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Anexo 8. Calculo do indice de Eletividade e Ivlev (IEI) para cada um dos 40 individuos de Hippodamia

convergens alimentados com os afideos Aphis craccivora, Acyrthosiphon pisum e Therioaphis trifolii f.

maculata.

H. A. craccivora A. pisum T. trifolli

convergens

1 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 2/6, ri=0,33; IEI=0

2 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 2/6, ri=0,33; IEI=0

3 216, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0

4 2/6, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0

5 4/6, ri=0,66; IE1=0,33 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
6 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 2/6, ri=0,33; IEI=0

7 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20 2/6, ri=0,33; IEI=0 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
8 3/6, ri=0,5; 1E1=0,20 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 2/6, ri=0,33; IEI=0

9 3/6, ri=0,5; 1E1=0,20 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 2/6, ri=0,33; IEI=0

10 216, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0

11 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20 0/6, ri=0; IEI=-1 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20
12 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20 2/6, ri=0,33; IEI=0 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
13 4/6, ri=0,66; 1E1=0,33 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
14 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20 2/6, ri=0,33; IEI=0 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
15 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20 0/6,ri=0; IEI=-1 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20
16 3/6, ri= 0,5; 1EI=0,20 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 2/6, ri=0,33; IEI=0

17 4/6, ri=0,66; IEI=0,33 0/6,ri=0; IEI=-1 2/6, ri=0,33; IEI=0

18 4/6, ri=0,66; IE1=0,33 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 2/6, ri=0,33; IEI=0

19 3/6, ri= 0,5; 1EI=0,20 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 2/6, ri=0,33; IEI=0

20 2/6, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0

21 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20 2/6, ri=0,33; IEI=0 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
22 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 2/6, ri=0,33; IEI=0

23 2/6, ri=0,33; IEI=0 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20



24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40
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3/6, ri=0,5;

4/6, ri=0,66;

3/6, ri=0,5;

4/6, ri=0,66;

216, ri=0,33;

3/6, ri=0,5;

4/6, ri=0,66;

4/6, ri=0,66;

3/6, ri=0,5;

4/6, ri=0,66;

3/6, ri=0,5;

4/6, ri=0,66;

3/6, ri=0,5;
3/6, ri=0,5;
3/6, ri=0,5;
3/6, ri=0,5;

3/6, ri=0,5;

IEI=0,20
IEI=0,33
IEI=0,20
IEI=0,33
IEI=0

IEI=0,20
IEI=0,33
IEI=0,33
IEI=0,20
IEI=0,33
IEI=0,20
IEI=0,33
IEI=0,20
IEI=0,20
IEI=0,20
IEI=0,20

IEI=0,20

0/6, ri=0;

0/6, ri=0;

216, ri=0,33;
216, ri=0,33;
216, ri=0,33;
1/6, ri=0,16;
216, ri=0,33;
1/6, ri=0,16;
1/6, ri=0,16;
0/6, ri=0;

1/6, ri=0,16;
0/6, ri=0;

216, ri=0,33;
216, ri=0,33;
1/6, ri=0,16;
1/6, ri=0,16;

1/6, ri=0,16;

IElI=-1
IElI=-1
IEI=0
IEI=0
IEI=0
IEI=-0,34
IEI=0
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IElI=-1
IEI=-0,34
IElI=-1
IEI=0
IEI=0
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IEI=-0,34

3/6, ri=0,5;

216, ri=0,33;

1/6, ri=0,16;

0/6, ri=0;

216, ri=0,33;

216, ri=0,33;

0/6, ri=0;

1/6, ri=0,16;
216, ri=0,33;
216, ri=0,33;
216, ri=0,33;
216, ri=0,33;
1/6, ri=0,16;
1/6, ri=0,16;
216, ri=0,33;
216, ri=0,33;

216, ri=0,33;

83

IEI=0,20
IEI=0
IEI=-0,34
IElI=-1
IEI=0
IEI=0
IElI=-1
IEI=-0,34
IEI=0
IEI=0
IEI=0
IEI=0
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IEI=0
IEI=0

IEI=0
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ANEXO 9. Calculo do indice de Eletividade e Ivlev (IEI) para cada um dos 40 individuos de Harmonia
axyridis alimentados com os afideos Aphis craccivora, Acyrthosiphon pisum e Therioaphis trifolii f.

maculata.

zx.yridis A craccivora A pisum T. trifolli

1 4/6, ri=0,66; 1E1=0,33 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
2 3/6, ri=0,5; IEI=0,20 2/6, ri=0,33; IEI=0 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
3 2/6, ri=0,33; 1EI=0 216, ri=0,33; 1EI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0

4 2/6, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0

) 3/6, ri=0,5; IEI=0,20 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 2/6, ri=0,33; IEI=0

6 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20 216, ri=0,33; 1EI=0 1/6, ri=0,16; 1EI=-0,34
7 3/6, ri=0,5; IEI=0,20 3/6, ri=0,5; IEI=0,20 0/6, ri=0; IEI=-1

8 4/6, ri=0,66; 1EI=0,33 0/6, ri=0;  IEI=-1 2/6, ri=0,33; IEI=0

9 4/6, ri=0,66; 1EI=0,33 0/6, ri=0;  IEI=-1 2/6, ri=0,33; IEI=0

10 2/6, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0

11 3/6, ri=0,5; IEI=0,20 3/6, ri=0,5; IEI=0,20 0/6, ri=0; IEI=-1
12 2/6, ri=0,33; IEI=0 3/6, ri=0,5; IEI=0,20 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
13 3/6, ri=0,5; IEI=0,20 0/6, ri=0; IEI=-1 3/6, ri= 0,5; IEI=0,20
14 4/6, ri=0,66; 1E1=0,33 0/6, ri=0; IEI=-1 2/6, ri=0,33; IEI=0

15 3/6, ri=0,5; IEI=0,20 2/6, ri=0,33; IEI=0 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
16 4/6, ri=0,66; 1EI=0,33 0/6, ri=0;  IEI=-1 2/6, ri=0,33; IEI=0

17 2/6, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0

18 4/6, ri=0,66; 1E1=0,33 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
19 4/6, ri=0,66; 1E1=0,33 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
20 3/6, ri=0,5; IEI=0,20 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 2/6, ri=0,33; IEI=0

21 4/6, ri=0,66; 1E1=0,33 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
22 3/6, ri=0,5; IEI=0,20 2/6, ri=0,33; IEI=0 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
23 3/6, ri=0,5; IEI=0,20 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 2/6, ri=0,33; IEI=0



24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40
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4/6, ri=0,66;

3/6, ri=0,5;

4/6, ri=0,66;

4/6, ri=0,66;

3/6, ri=0,5;

4/6, ri=0,66;

3/6, ri=0,5;

3/6, ri=0,5;

4/6, ri=0,66;

3/6, ri=0,5;

3/6, ri=0,5;

4/6, ri=0,66;

3/6, ri=0,5;

4/6, ri=0,66;

4/6, ri=0,66;

3/6, ri=0,5;

216, ri=0,33;

IEI=0,33
IEI=0,20
IEI=0,33
IEI=0,33
IEI=0,20
IEI=0,33
IEI=0,20
IEI=0,20
IEI=0,33
IEI=0,20
IEI=0,20
IEI=0,33
IEI=0,20
IEI=0,33
IEI=0,33
IEI=0,20

IEI=0

216, ri=0,33;
1/6, ri=0,16;
1/6, ri=0,16;
1/6, ri=0,16;

216, ri=0,33;

0/6, ri=0;

1/6, ri=0,16;

3/6, ri=0,5;

216, ri=0,33;

0/6, ri=0;

1/6, ri=0,16;
1/6, ri=0,16;
1/6, ri=0,16;

1/6, ri=0,16;

0/6, ri=0;

1/6, ri=0,16;

216, ri=0,33;

IEI=0
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IEI=0
IElI=-1
IEI=-0,34
IEI=0,20
IEI=0
IElI=-1
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IElI=-1
IEI=-0,34
IEI=0

0/2, ri=0;

216, ri=0,33;
1/6, ri=0,16;
1/6, ri=0,16;
1/6, ri=0,16;
216, ri=0,33;

216, ri=0,33;

0/6, ri=0;
0/6, ri=0;

3/6, ri=0,5;

216, ri=0,33;
1/6, ri=0,16;
216, ri=0,33;
1/6, ri=0,16;
216, ri=0,33;
216, ri=0,33;

216, ri=0,33;
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IElI=-1
IEI=0
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IEI=0
IEI=0
IElI=-1
IElI=-1
IEI=0,20
IEI=0
IEI=-0,34
IEI=0
IEI=-0,34
IEI=0
IEI=0

IEI=0
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ANEXO 10. Calculo do indice de Eletividade e Ivlev (IEIl) para cada um dos 40 individuos de Cycloneda
sanguinea alimentados com os afideos Aphis craccivora, Acyrthosiphon pisum e Therioaphis trifolii f.

maculata.

c. A craccivora A pisum T. trifolli

sanguinea

1 4/6, ri=0,66; IEI=0,33 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 1/6, ri=0,16; IEI=*-0,34
2 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20 2/6, ri=0,33; IEI=0 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
3 4/6, ri=0,66; IEI=0,33 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
4 4/6, ri=0,66; IEI=0,33 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
5 4/6, ri=0,66; IEI=0,33 0/6, ri=0;  IEI=-1 2/6, ri=0,33; 1EI=0

6 2/6, ri=0,33; 1EI=0 2/6, ri=0,33; 1EI=0 216, ri=0,33; 1EI=0

7 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 2/6, ri=0,33; IEI=0

8 4/6, ri=0,66; IEI=0,33 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
9 3/6,ri=0,5; 1EI=0,20 2/6, ri=0,33; 1EI=0 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
10 3/6, ri=0,5; IEI=0,20 2/6, ri=0,33; IEI=0 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
11 2/6, ri=0,33; IEI=0 216, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0

12 4/6, ri=0,66; 1EI=0,33 0/6, ri=0; IElI=-1 2/6, ri=0,33; IEI=0

13 2/6, ri=0,33; IEI=0 216, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0

14 216, ri=0,33; IEI=0 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 3/6, ri=0,5; IEI=0,20
15 4/6, ri=0,66; IEI=0,33 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
16 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 2/6, ri=0,33; IEI=0

17 3/6, ri=0,5; IEI=0,20 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 2/6, ri=0,33; IEI=0

18 216, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0 2/6, ri=0,33; IEI=0

19 4/6, ri=0,66; IEI=0,33 0/6, ri=0;  IEI=-1 216, ri=0,33; 1EI=0

20 3/6,ri=0,5; 1EI=0,20 0/6, ri=0;  IEI=-1 3/6, ri=0,5; 1EI=0,20
21 4/6, ri=0,66; IEI=0,33 0/6, ri=0; IElI=-1 2/6, ri=0,33; IEI=0

22 4/6, ri=0,66; IEI=0,33 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34
23 3/6, ri=0,5; IEI=0,20 1/6, ri=0,16; IEI=-0,34 2/6, ri=0,33; IEI=0
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31

32

33
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39

40
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4/6, ri=0,66;

4/6, ri=0,66;

3/6, ri=0,5;

216, ri=0,33;
4/6, ri=0,66;

4/6, ri=0,66;

3/6, ri=0,5;

4/6, ri=0,66;

4/6, ri=0,66;

3/6, ri=0,5;

216, ri=0,33;
216, ri=0,33;

4/6, ri=0,66;

3/6, ri=0,5;

4/6, ri=0,66;

3/6, ri=0,5;

4/6, ri=0,66;

IEI=0,33
IEI=0,33
IEI=0,20
IEI=0

IEI=0,33
IEI=0,33
IEI=0,20
IEI=0,33
IEI=0,33
IEI=0,20
IEI=0

IEI=0

IEI=0,33
IEI=0,20
IEI=0,33
IEI=0,20

IEI=0,33

1/6, ri=0,16;
216, ri=0,33;
216, ri=0,33;

216, ri=0,33;

0/6, ri=0;

1/6, ri=0,16;
1/6, ri=0,16;
1/6, ri=0,16;
1/6, ri=0,16;
1/6, ri=0,16;
216, ri=0,33;
216, ri=0,33;
1/6, ri=0,16;
1/6, ri=0,16;
1/6, ri=0,16;

1/6, ri=0,16;

0/6, ri=0;

IEI=-0,34
IEI=0
IEI=0
IEI=0
IElI=-1
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IEI=0
IEI=0
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IElI=-1

1/6, ri=0,16;

0/6, ri=0;

1/6, ri=0,16;
216, ri=0,33;
216, ri=0,33;
1/6, ri=0,16;
216, ri=0,33;
1/6, ri=0,16;
1/6, ri=0,16;
216, ri=0,33;
216, ri=0,33;
216, ri=0,33;
1/6, ri=0,16;
216, ri=0,33;
1/6, ri=0,16;
216, ri=0,33;

216, ri=0,33;

IEI=-0,34
IElI=-1
IEI=-0,34
IEI=0
IEI=0
IEI=-0,34
IEI=0
IEI=-0,34
IEI=-0,34
IEI=0
IEI=0
IEI=0
IEI=-0,34
IEI=0
IEI=-0,34
IEI=0

IEI=0
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