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RESUMO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo estudar o comportamento, resposta funcional e exposi¢ao
de crisopideos ao frio visando ao controle bioldgico do bicho-mineiro, Leucoptera coffeella
(Guérin-Méneville & Perrottet, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae), um dos principais desafios
para a cafeicultura brasileira. Ja ha registros sobre a habilidade de Chrysoperla externa (Hagen,
1861) e Ceraeochrysa cubana (Hagen, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae) predarem os estagios
imaturos de L. coffeella, e tal fato implica na necessidade de mais investigacdes a respeito da
sua biologia, interagdo com o inseto-praga, comportamento e dispersdo em campo. Tendo em
vista que o comportamento de um inimigo natural pode ser limitante para sua selecdo como
agente de controle bioldgico, a primeira linha de pesquisa investiga o comportamento de C.
externa e C. cubana frente a pupas do bicho-mineiro. Disponibilizou-se uma pupa de L.
coffeella para larvas do primeiro, segundo e terceiro instar de ambos predadores e monitorou-
se 0 comportamento das larvas por 25 minutos. Avaliou-se a taxa de predacao e os tempos de
forrageamento, pausa e manipulacdo da presa. Adicionalmente, avaliou-se a resposta funcional
da larva de segundo instar de C. cubana frente as densidades de 1, 2, 4, 8, 16 e 32 pupas do
bicho-mineiro. Concluiu-se que as espécies de crisopideos possuem caracteristicas
comportamentais diferentes, e ambas sdo capazes de se alimentar das pupas de L. coffeella.
Ademais, as larvas de segundo instar de C. cubana apresentam resposta funcional do Tipo II.
A segunda linha abordada se relaciona com anestesia de adultos de C. externa para marcacao e
aplicacdo da técnica de liberacao-recaptura, para estudos sobre a dispersdo. Marcar um inseto
de tamanho reduzido, como os crisopideos, pode ser desafiador. Para isso, a anestesia é uma
alternativa para proceder a marcacdo de forma a garantir a qualidade da marca, bem como a
integridade morfofisioldgica e a sensibilidade dos espécimes submetidos ao processo. Dessa
forma, a anestesia através da exposicdo ao frio € um meio viavel de paralisar exemplares para
manipulacdo. Sendo assim, foi desenvolvida uma metodologia que poderd ser facilmente
replicada. Nossos resultados apontaram a viabilidade da exposic¢ao por quatro minutos a -19°C,
condigéo que proporciona de 103 a 208 segundos para a manipula¢do e marcacgao, sem a perda
de insetos.

Palavras-chave: Imobilizacdo; Etologia; Chrysopidae; Leucoptera coffeella; Coffea arabica.



GENERAL ABSTRACT

The present work aimed to study the behavior, functional response and exposure of green
lacewings to cold aiming at the biological control of the coffee leaf miner, Leucoptera coffeella
(Guérin-Meneville & Perrottet, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae), one of the main challenges
for the Brazilian coffee growing. There are already records about the ability of Chrysoperla
externa (Hagen, 1861) and Ceraeochrysa cubana (Hagen, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae) to
prey on the immature stage of L. coffeella, and this fact implies the need for further treatment
regarding its biology, interaction with the insect pest, behavior and dispersion in the field.
Having in mind that the behavior of a natural enemy can limit its selection as a biological control
agent, the first line of research investigates the behavior of C. externa and C. cubana against
the coffee leaf miner pupae. A pupae of L. coffeella was available to the first, second and third
instar larvae of both predators and the behavior of the larvae was monitored for 25 minutes. It
was evaluated the predation rate and the times of foraging, pause and prey manipulation. In
addition, the functional response of the second instar larvae of C. cubana to the densities of 1,
2,4, 8, 16 and 32 leaf miner pupae was evaluated. It was concluded that both green lacewings
species have different behavioral characteristics, and both are capable of feeding on L. coffeella
pupae. Furthermore, the second-instar larvae of C. cubana present a Type Il functional
response. The second line addressed is related to anesthesia of adults of C. externa for marking
and application of the release-recapture technique, for studies about distribution. Marking a
small-sized insect such as green lacewings can be challenging. For this, anesthesia is an
alternative to proceed with the marking in order to guarantee the quality of the mark, as well as
the morphophysiological integrity and the sensitivity of the specimens treated in the process.
Thus, anesthesia through exposure to cold is a viable means of paralyzing specimens for
manipulation. Therefore, a methodology was developed that can be easily replicated. Our
results indicated the viability of exposure for four minutes at -19°C, a condition that provides
103 to 208 seconds for manipulation and marking, without the loss of insects.

Keywords: Immobilization; Ethology; Chrysopidae; Leucoptera coffeella; Coffea arabica.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil € destaque mundial quando se fala sobre café. A cafeicultura é de extrema
importancia no setor agricola e influencia no desenvolvimento socioeconémico do pais. As
terras brasileiras sdo responsaveis por 37% da producdo e 35% das exportagdes mundiais,
gerando aproximadamente 8,4 milhdes de empregos em toda sua cadeia produtiva (CNC, 2021;
SINGULANO; HIGGINS, 2021). Um dos estados com maior representatividade na producao
desse grdo é Minas Gerais, apontada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2017), no ultimo Censo Agropecudrio, como lider em café arabica, dado reafirmado pela
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2022), em que a producéo total para o estado
é de 21.960,1 mil sacas de café beneficiado, na safra 2022, mesmo enfrentando adversidades
climaticas.

Embora o cultivo do café seja consolidado no Brasil, existem desafios ao longo de seu
ciclo de produgéo os quais podem limitar a sua produtividade, como o clima, solo, doencas e
pragas (VELMOUROUGANE; BHAT, 2017), como o bicho-mineiro, Leucoptera coffeella
(Guérin-Meneville & Perrottet, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae), um dos principais problemas
da cafeicultura na regido Neotropical. Os danos infligidos a planta derivam da fase larval desse
microlepidoptero, uma vez que, nessa fase, o inseto se instala no mesofilo foliar onde alimenta-
se do parénquima pali¢adico, o que implica diretamente na reducdo da area fotossintética.
Posteriormente, as folhas sofrem senescéncia e caem, influenciando na longevidade da planta.
O cafeeiro pode levar, em média, dois anos para ser recuperado (REIS et al., 2002; BORGES
etal., 2016; CASTELLANI et al., 2016).

Atualmente, o controle de L. coffeella é, majoritariamente, feito através de inseticidas
guimicos, que podem elevar o custo de producéo, além de possuirem risco em potencial para a
salide humana e contaminacdo ambiental (NASRALA; LACAZ; PIGNATI, 2014; MATIELLO
et al., 2015). Ademais, o uso inadequado desses inseticidas pode selecionar insetos resistentes,
sendo que, para o bicho-mineiro, é relatada a ocorréncia de populaces resistentes a fosforados,
como clorpirifés e diamida antranilica chlorantraniliprole (FRAGOSO; GUEDES; LADEIRA,
2003; LEITE etal., 2020b). Uma alternativa viavel para reducéo de custos e riscos desse método
de controle, e que esta de acordo com 0 manejo integrado de pragas (MIP), é o uso de produtos
seletivos e bioldgicos (BUENO et al., 2012). No Brasil, o mercado de biol6gicos tem crescido
ano apos ano, contando, atualmente, com 484 produtos registrados (CROPLIFE BRASIL,
2022) e, nesse contexto, as espécies Chrysoperla externa (Hagen, 1861) (Neuroptera:

Chrysopidae), que ja possui registro e é comercializada, e Ceraeochrysa cubana (Hagen, 1861)
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(Neuroptera: Chrysopidae), cuja ocorréncia e presenca em agroecossistemas cafeeiros também
sdo registradas para o Brasil, estdo em evidéncia.

Chrysoperla externa tem recebido atencdo especial devido a ja estar registrada junto ao
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para uso no controle de pulgdes,
cochonilhas, &caros e tripes em diversos sistemas produtivos (MAPA, 2022). Pesquisas basicas
apontam a eficiéncia de C. externa contra pragas da cafeicultura, como L. coffeella, a
cochonilha Planococcus citri (Risso, 1813) (Hemiptera: Pseudococcidae), o acaro Brevipalpus
phoenicis (Geijskes, 1939) (Acari: Tenuipalpidae) e, mais recentemente, imaturos da broca-do-
café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculionidae), o que abriu
precedentes para o interesse de empresas comercializarem esse crisopideo no pais (ECOLE et
al., 2002; SILVA et al., 2006; BONANI et al., 2009; BOTTI et al., 2021). A espécie C. cubana
também e uma forte candidata para inclusdo como agente de controle biolégico, tendo ja sido
verificada sua habilidade em predar ovos, larvas e pupas de bicho-mineiro (RIBEIRO et al.,
2014; MARTINS et al., 2019; MARTINS et al., 2021).

A constatacdo da habilidade de C. externa e C. cubana para atuarem como inimigos
naturais do bicho-mineiro implica na necessidade de mais investigacdes a respeito da sua
biologia, interacdo com o inseto-praga, comportamento e dispers@do em campo (MAIA et al.,
2014). Dessa forma, o presente trabalho investigou duas linhas de interesse cujos resultados
poderéo ser explorados em pesquisas futuras. A primeira linha estuda o comportamento dessas
espécies frente ao bicho-mineiro, e a segunda se relaciona com o desenvolvimento de um
método de anestesia para estudos de dispersdo em campo.

O comportamento de uma espécie pode ser um fator limitante para a sele¢cdo de um
inimigo natural para uso no controle biolégico, principalmente em se tratando de insetos
predadores generalistas, como é o caso dos crisopideos (LOOMANS, 2021). A compreensao
do comportamento desses insetos pode funcionar como uma ferramenta para manipulacdo do
agente em favor do controle bioldgico. Estudos que avaliam a resposta funcional buscam
responder possiveis mudangas no consumo e alteragcfes nas preferéncias alimentares em relagdo
a disponibilidade de presas (ENRIQUEZ-GARCIA; NANDINI; SARMA, 2013). Dessa forma,
no primeiro capitulo, estudou-se o comportamento alimentar de larvas de C. externa e de C.
cubana frente a pupas de L. coffeella, e a resposta funcional para o segundo instar de C. cubana
alimentada com pupas do bicho-mineiro.

A dispersdo € considerada uma caracteristica universal na vida de todos 0s organismos,
e impacta sua dindmica espacial e temporal (MAZZI E DORN, 2012). A compreensdo dos

padrdes de dispersdo € fundamental para os programas de controle biol6gico aumentativo haja
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vista a necessidade de definicdo de metodologias de liberacdo em campo. Nesse sentido, 0 uso
do método marcar-liberar-recapturar auxilia no entendimento da dispersdo (HAGLER et al.,
2002; CULBERT et al., 2020; KIRKPATRICK et al., 2020). A marcacdo de insetos pode
ocorrer de forma individual ou em massa, entretanto, cada espécie pode requerer uma
metodologia que atenda a demanda com mais facilidade (HAGLER E JACKSON, 2001; LORU
et al., 2013). A imobilizacéo de individuos diminutos pode ser necessaria para manipulagédo e
marcagdo sem ocasionar danos, e uma das formas de anestesia aplicada em diversas espécies é
através do coma frio, um estado reversivel de paralisia (HAZELL E BALE, 2011). Assim, no
segundo capitulo, investigou-se uma metodologia de anestesia através do frio para adultos de
crisopideos, facil e possivel de ser replicada em qualquer lugar, com a finalidade de auxiliar em

estudos de dispersao desses insetos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A producdao de café no Brasil

O café é uma planta pertencente a familia Rubiaceae e ao género Coffea Linnaeus, 1753
e especula-se que seu centro de origem genética seja o sudoeste da Etiopia. Nesse género
existem trés espécies utilizadas para a producdo comercial: C. arabica, C. canephora e C.
liberica, entretanto, no Brasil, apenas duas sdo mais utilizadas para a producdo, a arabica e
canefora (DAVIS et al., 2006; MELESE; KOLECH, 2021). Através dos gréos de café se produz
uma das bebidas mais apreciadas, seja pelo sabor, aroma ou propriedades estimulantes. Além
disso, € uma das bebidas mais consumidas, sendo que em 2019, o consumo diario de xicaras de
café foi estimado em 2,25 bilhdes ao redor do mundo (TORRES-VALENZUELA; SERNA-
JIMENEZ; MARTINEZ, 2019).

Dados da Associagdo Brasileira da Indastria de Café (ABIC, 2021) indicam que o Brasil
€ 0 maior consumidor de cafés nacionais, com um consumo per capita, em 2021, de 6,06
kg/hab.ano de café cru e 4,84 kg/hab.ano de café torrado, com o consumo interno se
consolidando em 21,5 milhdes de sacas. Segundo Carvalho et al. (2018), entre 20 e 25 milhdes
de familias, em mais de 5 milhdes de fazendas, em 50 paises em desenvolvimento, atuam com
a producdo e comercializacdo do café. Para o Brasil, a cafeicultura é considerada uma atividade
de extrema importancia no setor agricola, executando uma funcdo de destaque para o
desenvolvimento socioecondmico do pais (FEHR et al., 2012). O Brasil destaca-se como 0
maior produtor e exportador de café, responsavel por 37% da producdo e 35% das exportaces
mundiais. Segundo o Conselho Nacional do Café (CNC), a produgdo dessa commodity gera
aproximadamente 8,4 milhGes de empregos, distribuidos em toda cadeia produtiva, gerando
cerca de 5,6 bilhdes em divisas para o pais (CNC, 2021; SINGULANO; HIGGINS, 2021).

No ultimo Censo Agropecudrio realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2017) foi apontada a lideranca do estado de Minas Gerais como maior
produtor de café arabica do pais. Este dado é reafirmado pelo quarto levantamento da safra
2022, elaborado pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2022), em que a
producdo, mesmo com reducédo de 0,8% em comparagdo ao volume total colhido na safra
anterior, ainda é maior comparado com outros estados.

Ainda segundo a CONAB (2022), a produc&o de ardbica em todo pais esta estimada em
32.720,8 mil sacas de café beneficiado, um incremento de 4,1% em relacdo a safra anterior. J&

para a producdo de conilon, totalizaram-se 18.199,3 mil sacas de café, evidenciando um
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aumento de 11,7% em relacdo a obtida na safra 2021. Essas duas espécies, C. arabica e C.
canefora, sdo utilizadas na industria para a fabricacdo dos chamados blends, misturas para que
0 produto chegue ao consumidor com um preco mais atraente, fato que justifica a grande
producéo de ambas no Brasil (CAGLIANI et al., 2013).

Embora a produgdo de café no Brasil seja a maior do mundo, o seu cultivo enfrenta
adversidades que podem ser limitantes a sua produtividade: o clima, a temperatura, o solo, a
adubacdo, variedades utilizadas, doencas e pragas (VELMOUROUGANE; BHAT, 2017).
Segundo Parra e Reis (2013), até meados de 1970 a cafeicultura brasileira possuia, como maior
desafio, o controle da broca-do-café, H. hampei, entretanto, com o surgimento e disseminagao
do agente patoldgico Hemileia vastatrix, a ferrugem do café, o sistema precisou passar por
modificagOes. Essas alteracOes acarretaram na modificacdo do agroecossistema cafeeiro e,
consequentemente, na entomofauna, com o surgimento de novas pragas, como o bicho-mineiro,

L. coffeella.

2.2 Leucoptera coffeella: o bicho-mineiro

Dentre as principais pragas do cafeeiro na regido Neotropical, e particularmente no
Brasil, estd L. coffeella, conhecido popularmente como bicho-mineiro. A disseminacdo da
espécie na América do Sul é desconhecida, entretanto, o primeiro registro desse
microlepidoptero esta associado as Antilhas do Caribe (GREEN, 1984; PANTOJA-GOMEZ et
al., 2019; LEITE et al., 2020a). O bicho-mineiro é uma espécie monéfaga, portanto, se alimenta
exclusivamente das plantas de café. Os danos sdo causados pelo habito alimentar das larvas,
estagio cuja duracgdo € diretamente influenciada por condi¢des climaticas, de modo que regides
que enfrentam regimes de estiagem, podem sofrer mais com esta praga (GUERREIRO FILHO,
2006).

O bicho-mineiro é um inseto holometébolo, ou seja, passa pelas fases de ovo, larva,
pupa e adulta, sendo que as larvas passam por quatro instares. A mariposa mede cerca de 6,5
mm de envergadura, possui coloracdo prateada, asas anteriores e posteriores franjadas. O ciclo
de vida dura entre 19 e 87 dias, dependendo, especialmente, da temperatura e umidade relativa
do ar. A 25°C, esse periodo corresponde, em média, a 22 dias (SILVA et al., 2014; DANTAS
etal., 2021; MOTTA et al., 2021).

Na fase larval, esses insetos se alojam no mesofilo foliar e se alimentam do parénquima
palicadico, ocasionando uma mina, comportamento que concede 0 nome popular ao inseto. Ao

final do desenvolvimento larval, abandonam a mina e produzem um fio de seda que serve como
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auxilio para migrar para a regido baixa da planta, onde, na face dorsal das folhas, constroem
sua crisdlida em formato de X e passam para a fase de pupa (SILVA et al., 2014). Os prejuizos
causados decorrem da reducéo da area fotossintética, seguida pelo definhamento e queda das
folhas, que influenciam negativamente na longevidade da planta e podem reduzir a producao
de frutos em até 50%. A desfolha ocasionada pode impactar as plantas de tal forma que se
estima uma média de dois anos para que possam se recuperar (REIS et al., 2002; BORGES et
al., 2016; CASTELLANI et al., 2016). Além disso, apontam-se perdas entre 30 e 70% na
producéo, acarretando em danos econémicos, uma vez que compromete a producéo e qualidade
dos graos, com consequente impacto sobre a cadeia produtiva (ALMEIDA et al., 2020).

E comum o aumento da abundéncia de bicho-mineiro em plantacdes de café com maior
espacamento, devido ao maior arejamento, condicdo que favorece seu desenvolvimento e
sobrevivéncia. Em regiGes mais quentes, 0 numero de individuos aumenta, sendo necessario
maior atencdo no monitoramento e controle (SOUZA; REIS; RIGITANO, 1998; CUSTODIO
et al., 2008; PARRA; REIS, 2013). Além da temperatura e da umidade relativa do ar, outros
fatores, como o uso excessivo de produtos cupricos e de baixa seletividade, podem favorecer a
instalacdo e aumento populacional do bicho-mineiro (MESQUITA et al., 2016).

Atualmente, o método mais utilizado para o controle desse inseto € por meio de
inseticidas quimicos, entretanto, 0 uso de produtos sintéticos representa potencial risco de
contaminagdo ambiental e humana (NASRALA; LACAZ; PIGNATI, 2014; MATIELLO et al.,
2015). Segundo Castellani et al. (2016), durante um ano podem ocorrer até duas aplicacfes de
inseticidas sistémicos via solo (drench) e mais 15 pulverizacOes, totalizando 17 aplicagdes
visando ao controle dessa praga.

O uso inadequado e a forma indiscriminada de aplicacdo de inseticidas podem
selecionar populacgdes resistentes ao principio ativo utilizado no controle. Pode-se definir que a
resisténcia é decorrente da selecdo de individuos que possuem a predisposicdo génica a
sobreviver sob doses que sdo consideradas letais para a maioria da populacéo suscetivel (LI et
al., 2007). Na literatura, é possivel encontrar diversos relatos a respeito da resisténcia do bicho-
mineiro a inseticidas fosforados, como o clorpirifés, dissulfotom, etiom e paratiom-metilico, e
a diamida antranilica chlorantraniliprole (FRAGOSO; GUEDES; LADEIRA, 2003; LEITE et
al., 2020b).

O uso excessivo de defensivos agricolas também afeta diretamente os pilares do manejo
integrado de pragas (MIP), que visa promover o equilibrio do agroecossistema através da
associacdo de diversas taticas de manejo (PANIZZI, 2006; NOGUEIRA; MELVILE, 2020). A

utilizacdo do MIP possibilita a reducdo do uso de defensivos sintéticos; ademais, ha a
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valorizacdo do uso de produtos seletivos e bioldgicos (BUENO et al., 2012), num momento em
que a certificacdo de cafés possibilita a ocupacao de novos mercados, inclusive o internacional,
com base, especialmente, na sustentabilidade da producdo (CERTIFICA MINAS, 2023).

2.3 Controle Bioldgico Aumentativo

Entre as estratégias de manejo que menos impactam o meio ambiente e a salde humana,
e que sdao coerentes com preceitos do MIP, estd o controle biolégico aumentativo. Essa
estratégia utiliza inimigos naturais, tais como entomopatdgenos, parasitoides e predadores, que
sdo criados de forma massal em laboratérios e liberados em campo visando ao controle de
artropodes pragas (COCK et al., 2010; VAN LENTEREN, 2012).

Nos ultimos anos, no Brasil, houve um incremento de biodefensivos aprovados pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), de modo que, em 2020, o
percentual de agentes de controle bioldgico eram de 85% em relacdo a 15% de substancias
quimicas naturais, em que 0s insetos participavam com 15,5%. Atualmente, o cenario de
macrorganismos representa 17% dos biodefensivos registrados no pais (CROPLIFE BRASIL,
2020; CROPLIFE BRASIL, 2022). Segundo Van Lenteren et al. (2018), o acréscimo anual do
mercado de agentes de controle bioldgico é resultante de uma serie de fatores, a comegar pelo
fato de que sdo menos prejudiciais a salde da comunidade agricola, ndo héa intervalo de colheita
ou periodo de reentrada na area, e auséncia de fitotoxidez para a cultura.

No Brasil, ha diversos casos de sucesso de controle a partir do uso de macrobiol6gicos,
como os parasitoides Cotesia flavipes (Cameron, 1891) (Hymenoptera: Braconidae) no cultivo
da cana-de-agUcar e Trichogramma spp. (Hymenoptera: Trichogrammatidae) contra espécies
da ordem Lepidoptera, e os predadores Orius insidiosus (Say, 1832) (Hemiptera: Anthocoridae)
para o controle de tripes (Thysanoptera) e, mais recentemente, o crisopideo C. externa para o
controle da mosca-branca, Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) bidtipo B (Hemiptera:
Aleyrodidae), pulgdo-verde, Myzus persicae (Sulzer, 1776) (Hemiptera: Aphididae), pulgdo do
algodoeiro, Aphis gossypii Glover, 1877 (Hemiptera: Aphididae), entre outros (PARRA, 2019;
BRASIL, 2021). Os crisopideos sdo predadores enquanto larvas, alimentando-se de diversos
artropodes com status de pragas economicamente relevantes (CARVALHO; SOUZA, 2009;
PAPPAS; BROUFAS; KOVEQS, 2011).

Dados revelam que, até novembro de 2022, haviam sido registrados mais sete
biodefensivos, sendo um microrganismo, dois bioquimicos e quatro macrorganismos. Ao todo,
o0 Brasil conta com 484 produtos bioldgicos registrados (CROPLIFE BRASIL, 2022). Para que
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esses nimeros continuem crescendo, € preciso que haja novas pesquisas que visem o0 uso de
potenciais inimigos naturais de ocorréncia no pais, e que sirvam de fundamento para a aplicacdo

do manejo de pragas.

2.4 Crisopideos e o potencial para agroecossistemas cafeeiros

Dentre os individuos da ordem Neuroptera estdo os crisopideos. Esses insetos pertencem
a familia Chrysopidae, a qual apresenta uma relativa abundancia na quantidade de géneros
registrados para a regido Neotropical. Essa familia contém, aproximadamente, 1400 espécies e
subespécies, com mais de 80 géneros e subgéneros, sendo Chrysoperla o género mais aplicado
no controle bioldégico aumentativo em diversos paises (OSWALD; MACHADO, 2018).

De acordo com Freitas e Morales (2009), o género Chrysoperla possui ao menos 36
espécies, sendo que, no Brasil, sdo registradas C. externa (Hagen, 1861), C. defreitasi (Brooks,
1994), C. raimundoi (Freitas e Penny, 2001) e C. genanigra (Freitas, 2003). A importancia
desse grupo deve-se ao fato de utilizar diversas espécies de pragas como presa, aliado a alta
capacidade predatoria e adaptacdo em diversos ecossistemas, 0 que 0 caracteriza positivamente
como um agente de controle. A espécie C. externa esta distribuida geograficamente desde o sul
dos Estados Unidos até o sul da América do Sul, e ha registros de seu uso em diversos sistemas
produtivos, como em frutas, ornamentais, vegetais e cultivos protegidos, para o controle de
pulgdes, cochonilhas, acaros, mosca-branca e tripes (ADAMS; PENNY, 1985; BROOKS,
1994; FREITAS, 2002; COSTA et al., 2010).

J& 0 género Ceraeochrysa abriga em torno de 60 espécies, sendo apontado como o maior
e talvez o mais bem estudado da regido Neotropical. Pesquisas realizadas nos Gltimos quarenta
anos investigam caracteres taxondémicos, buscam elucidar a biologia e fornecer informacdes
que possam embasar 0 uso de espécies do género no manejo de pragas (SOSA-DUQUE;
TAUBER, 2021). Dentre tais espécies, estd C. cubana, originaria de Cuba, com ocorréncia na
América Central, em paises como Nicaragua, Guatemala e Panama, e na América do Sul, com
registro para o Brasil, Guiana e Bolivia (FREITAS; PENNY; ADAMS, 2009). A espécie se
caracteriza pela alta voracidade, estando associada ao controle populacional de afideos,
psilideos, cochonilhas, &caros e mosca-branca (CARVALHO; SOUZA, 2009; PAPPAS;
BROUFAS; KOVEQS, 2011).

Os ovos de crisopideos sdo tipicamente ovais, fixos em um delicado fio, que por sua
vez, fixa-se ao substrato. O tamanho dos ovos varia de acordo com a espécie, mas geralmente

estd entre 0,7 e 2,3 mm. A eclosdo da origem a uma larva campodeiforme, a qual passa por trés
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instares antes de empupar. Da pupa emerge um adulto tipicamente verde, apesar de ser possivel
a variacdo da cor, com asas membranosas e corpo delicado (GEPP, 1984; BARNARD, 1984).

Algumas espécies de crisopideos apresentam o comportamento caracteristico de alocar
fragmentos encontrados no ambiente e resquicios de suas presas sobre o dorso, como ocorre
nas espécies do género Ceraeochrysa. Devido a esse habito, esses insetos recebem o nome
popular de “bicho-lixeiro”. Entretanto, as larvas do género Chrysoperla ndo possuem esse
comportamento, sendo conhecidas por larvas nuas (ADAMS; PENNY, 1985; LIRA; LUNA,
2006).

A partir de pesquisas desenvolvidas no Brasil, demonstrou-se a capacidade de C.
externa em predar pragas relevantes na cafeicultura, como L. coffeella (ECOLE et al., 2002), a
cochonilha P. citri (BONANI et al., 2009), o &caro B. phoenicis (SILVA et al., 2006) e, mais
recentemente, a fase imatura da broca-do-café (BOTTI et al., 2021). Essas constatagcdes abriram
precedente para um maior interesse em incluir esse crisopideo na lista de agentes de controle
bioldgico a serem comercializados para aplicacdo em lavouras cafeeiras. Aliado a isso, a intensa
demanda por alternativas ao manejo convencional na cafeicultura, instituicfes de pesquisa e
empresas tém demonstrado empenho em desenvolver estudos com C. externa, a fim de gerar
um protocolo para a comercializacdo e liberagcdo em campo. Atualmente, em 2023, trés
empresas possuem numero de registro para a comercializagdo dessa espécie, sendo elas: Topbio
— Insumos Biologicos, Industria e Comércio Ltda, Associacdo Mineira dos Produtores de
Algoddo — AMIPA, e JB Biotecnologia Ltda (AGROFIT, 2022).

Além de C. externa, a espécie C. cubana é uma forte candidata para a utilizacdo em
estratégias de manejo de pragas no Brasil. A sua presenga em agroecossistemas cafeeiros ja foi
constatada por Ribeiro et al. (2014) e Martins et al. (2019), além da sua habilidade em predar
ovos, larvas e pupas de bicho-mineiro ja ter sido verificada por Martins et al. (2021). Todos
esses estudos apontam para o potencial do uso de ambas espécies de crisopideos em
agroecossistemas cafeeiros, entretanto, sdo necessarias mais investigacGes a respeito da
biologia, interagdo com o inseto-praga, comportamento e a dispersdo desses predadores em

campo.
2.5 Comportamento alimentar e resposta funcional
A busca por solucgdes biolégicas para o controle de pragas tem crescido nos ultimos

anos, com foco em agentes micro e macrobioldgicos. Para selecionar individuos com potencial

para exercer tal funcéo, € necessario investigar possiveis riscos e eficacia, incluindo a descricéo
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de caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e, principalmente, comportamentais, que podem
ser um fator limitante para a selecdo (LOOMANS, 2021).

O comportamento alimentar dos insetos pode ser distinguido em especialista e
generalista. Com relacdo ao controle biolégico aumentativo, Parshad et al. (2016) discutem
sobre algumas teorias sobre o estabelecimento de predadores generalistas como agentes de
controle devido a interferéncia intraguilda. Entretanto, evidéncias demonstram a habilidade
positiva desses individuos para o controle de pragas, tanto que, nos Gltimos 20 anos, o uso de
espécies generalistas tem crescido de forma significativa (KRUIDHOF; ELMER, 2020). Com
relacdo a dispersdo de insetos, e citando-se 0s crisopideos como exemplo, relata-se que o
sucesso da colonizagdo desses insetos em diferentes regides ao redor do mundo pode estar
associado ao seu comportamento alimentar generalista (LUNA et al., 2018).

De acordo com Evangelin, Horne e Jino (2015), a compreenséo sobre o comportamento
alimentar de insetos predadores e sua relacdo com a presa € relevante para a manipulacao dessa
relacdo em beneficio do controle bioldgico, além de auxiliar em protocolos para um bom
posicionamento do agente em campo por ocasido das liberagdes. Estudos que avaliam esse tipo
de comportamento buscam responder dois pontos fundamentais, quais Sejam, possiveis
mudancas no consumo da presa e alteracbes nas preferéncias alimentares em relagdo a
disponibilidade de presas (ENRIQUEZ-GARCIA; NANDINI; SARMA, 2013).

A alteracdo no comportamento decorrente da maior ou menor oferta de presa é chamada
de resposta funcional. Conforme descrito por Holling (1959), existem trés tipos de resposta:
Tipo 1) aponta um acréscimo linear no nimero de presas consumidas até que alcance um valor
méaximo, a medida que a densidade de presa aumenta; Tipo Il) hd um crescimento no nimero
de presas consumidas em funcdo da maior oferta, até que se atinja uma determinada densidade
a partir da qual o consumo diminui até estabilizar; Tipo Ill) o consumo cresce de forma
sigmoide devido ao aumento do consumo no inicio, seguido de um decréscimo associado ao
aumento da densidade de presas.

Apesar dos estudos existentes, que tratam do consumo de bicho-mineiro pelas espécies
C. externa e C. cubana (DAMI et al., 2018; MARTINS et al., 2021), até 0 momento, ndo ha a
descricdo do comportamento desses predadores frente a essa praga. A compreensdo do
comportamento de agentes de controle biologico assume relevancia na medida em que auxilia

sobremaneira em programas de liberagdo em campo (BATOOL et al., 2014).

2.6 Exposicéo ao frio como tatica de imobilizacéo
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Entre os estudos de importancia e que pouco se tém relato para crisopideos esta a
dispersdo em campo. Segundo Mazzi e Dorn (2012), a dispersdo € uma caracteristica universal
na vida dos organismos, que impacta diretamente a dindmica espacial e temporal das
populacbes. A capacidade de deslocamento de um inseto exerce influéncia sobre sua
sobrevivéncia e colonizagdo das areas a serem exploradas, e pode estar relacionada com sinais
quimicos dispersos no ambiente, como volateis de plantas e feromdnios, e outros volateis
responsaveis pela descoberta de hospedeiros e presas (ELKINTON; CARDE, 1984;
LOXDALE E LUSHAI, 1999). Entretanto, é necessario considerar que a dispersao também
esta ligada a diversos outros fatores, como os disturbios ambientais, causados por processos e
interferéncia humana, mudancas climéticas, perda ou fragmentagdo dos habitats, para fins de
driblar a competicdo e a endogamia. Dessa forma, o impulso de dispersdo ndo ocorre
necessariamente por um fator, mas muitas vezes pela acdo conjunta desses (LENA et al., 1998;
CLOBERT et al., 2001).

A compreensdo dos padrbes de dispersdao é fundamental para o uso eficiente em
programas de controle bioldgico aumentativo, no entanto, os estudos desses padrdes estdo
concentrados em parasitoides, sendo necessaria a investigacédo para predadores. Nesse sentido,
ensaios utilizando o método de marcar-liberar-recapturar podem auxiliar no entendimento da
dispersdo, padrbes de movimento e taxas de mortalidade nas areas de liberacdo (HAGLER et
al., 2002; CULBERT et al., 2020; KIRKPATRICK et al., 2020).

Diversos sdo os estudos utilizando a marcacao em insetos para, posteriormente, liberar
e recapturar, sendo notoriamente mais aplicado para espécies da ordem Diptera, como Aedes
albopictus (Skuse, 1895) (Culicidae) e Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) (Drosophilidae).
Entretanto, ha um crescente empenho em aplicar essa técnica para outras ordens, como
Coleoptera, Hymenoptera e Lepidoptera (BELLINI et al., 2010; WILLIAMS; COPPEN;
WILLIAMS, 2018; VACAS et al., 2019; GURDASANI et al., 2021; BRIGGS et al., 2022).

A marcagédo de insetos pode ocorrer de forma individual ou em massa, sendo, essa
Gltima, geralmente feita através de pigmento em po, tinta ou corante. Entretanto, é necessario
avaliar as técnicas para cada taxon, pois a marcacdo ndo é pratica para todas as espécies,
tornando-se necessario o desenvolvimento de metodologias de acordo com as necessidades da
pesquisa (HAGLER e JACKSON, 2001; LORU et al., 2013). Para que a marcacéo seja feita
com maior precisdo, para determinadas espécies é necessario que haja a imobilizacdo do inseto
de modo a facilitar a manipulacdo. A imobilizacdo pode ser feita através da exposicéo ao frio

ou por meio de anestésicos, como o cloroférmio e o didxido de carbono (CO2). No entanto,



24

estudos apontam que a aplicacdo desses anestésicos pode ter impactos negativos sobre 0s
insetos (BUSVINE, 1957; HARRIS et al., 1965).

Por outro lado, quando expostos ao frio, a maioria dos insetos tende a diminuir sua
atividade e perde sua capacidade de movimentacdo e, em uma dada temperatura, eles entram
em um estado reversivel de paralisia: o coma frio (HAZELL; BALE, 2011). O coma frio pode
ser entendido como uma perda inicial da fun¢do neuromuscular e esta associada a diminuicdo
do potencial de membrana e reducédo da excitacdo do sistema neuromuscular (OVERGAARD;
MACMILLAN, 2017). Diversos estudos demonstram a possibilidade de exposicao ao frio para
a imobilizacdo de insetos de forma a auxiliar no manuseio, como em Apis mellifera Linnaeus,
1758 (Hymenoptera: Apidae) (HORI et al., 2006), A. albopictus (ZHANG et al., 2020),
Anopheles arabiensis Patton, 1905 (Diptera: Culicidae) (CULBERT et al., 2017) e larvas de
Ulomoides dermestoides (Fairmaire, 1893) (Coleoptera: Tenebrionidae) (HOFFMANN et al.,
2005). Para espécies de crisopideos, inclusive C. externa, ndo ha estudos sobre a anestesia com

0 uso dessa metodologia.
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CAPITULO 1
Comportamento alimentar e resposta funcional de espécies de Chrysopidae (Neuroptera)

associadas ao bicho-mineiro do cafeeiro (Leucoptera coffeella).

RESUMO

Atualmente, o Brasil é reconhecido como lider mundial na adocdo de biodefensivos e,
anualmente, tem ocorrido um acréscimo na demanda por agentes de controle biolégico. Dentre
0s agentes ja comercializados no pais estd Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae),
recomendado para o controle de diversas espécies de pragas em varios cultivos, e que tem sido
utilizada, também, para o controle do bicho-mineiro, Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville
& Perrottet, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae), uma das pragas-chave da cafeicultura.
Ceraeochrysa cubana, uma espécie pertencente a mesma familia taxondmica, também foi
observada consumindo o bicho-mineiro do café. Embora existam registros da predacdo do
bicho-mineiro por ambos os crisopideos, sdo necessarios estudos que sirvam de fundamento
para a aplicagdo bem-sucedida desse inimigo natural nos agroecossistemas cafeeiros. Os
estudos existentes abordam a capacidade desses predadores em consumir imaturos do bicho-
mineiro, entretanto, faltam muitas informacGes sobre as interagBes entre essas espécies, as quais
contribuem para o sucesso de programas de controle bioldgico, podendo-se mencionar, como
exemplo, o comportamento alimentar e a resposta funcional. Sendo assim, nesta pesquisa
buscou-se responder perguntas acerca do comportamento das duas espécies de crisopideos
frente a pupas do bicho-mineiro, bem como sobre a resposta funcional de C. cubana quando
alimentada com pupas desse minador. O experimento foi conduzido na Universidade Federal
de Lavras (UFLA) e, tanto as larvas dos crisopideos quanto as pupas do bicho-mineiro foram
obtidas das criacGes existentes no Laboratorio de Controle Bioldgico com Entomoéfagos
(LCBE). Para a avaliagédo do comportamento, foram fornecidas folhas contendo uma pupa do
bicho-mineiro para larvas de primeiro, segundo e terceiro instar de C. externa e de C. cubana.
Observou-se, por 25 minutos, 0s seguintes parametros: predacao e os tempos de forrageamento,
de pausa e de manipulacdo da presa. O registro das atividades comportamentais foi feito por
meio do software BORIS. Ja para a resposta funcional, foram fornecidas as densidades de 1, 2,
4, 8, 16 e 32 pupas de bicho-mineiro para larvas de segundo instar da C. cubana. Foram
utilizadas 20 repeticOes para cada tratamento, em ambos experimentos. Verificou-se que as
espécies C. externa e C. cubana, em seus diferentes instares, apresentam parametros
comportamentais diferentes, entretanto, ambas sdo capazes de predar pupas de L. coffeella e,
assim, poderdo contribuir para o controle populacional de L. coffeella. Com relacdo a resposta
funcional, verificou-se que larvas de segundo instar de C. cubana apresentam o Tipo Il. Este
estudo confirma que esses predadores podem ser eficientes no controle populacional do bicho-
mineiro, apontando para a necessidade de pesquisas adicionais.

Palavras-chave: Etologia; Crisopideos; Coffea arabica.
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo com a sustentabilidade na agricultura, particularmente na producéo de
alimentos, tem crescido anualmente (GARCIA-OLIVEIRA et al., 2022) e, concomitantemente
ao aumento dessa demanda, tem ocorrido o incremento nos estudos que propdem alternativas
que contribuam para um modelo agricola mais sustentdvel. Como resultado, as pesquisas
envolvendo o controle biol6gico aplicado, como estratégia componente do Manejo Integrado
de Pragas (MIP), tém sido ainda mais valorizadas. Apesar da grande influéncia das empresas
fornecedoras de defensivos agricolas, que habituaram produtores rurais ao uso de produtos
quimicos para o controle de pragas, a aplicacdo do controle bioldgico, na esfera mundial, tem
apresentado um incremento anual entre 10% e 15% (PARRA, 2019). Em 2018, uma das
vertentes do controle bioldgico aplicado, o controle bioldgico aumentativo, era implementado
em mais de 30 milhdes de hectares ao redor do mundo (VAN LENTEREN et al., 2018).
Atualmente, o Brasil é lider mundial na adog&o de biodefensivos, tendo apresentado, em 2020,
um crescimento superior a média global, um equivalente de 30% contra 14,4% (CROPLIFE,
2021).

Dentre as opcdes de agentes de controle biologico estdo os microrganismos (fungos,
bactérias, etc.) e 0s macrorganismos, que contemplam insetos e acaros (GEREMIAS, 2018).
Os entomofagos Chrysoperla externa (Hagen, 1861) e Ceraeochrysa cubana (Hagen, 1861)
(Neuroptera: Chrysopidae) figuram entre os insetos que atuam como inimigos naturais de
diversas especies de pragas agricolas, ambos reconhecidos por apresentarem elevada
capacidade predatoria. Chrysoperla externa ja tem registro como bioinsumo junto ao
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e C. cubana, apesar do elevado
potencial para uso como agente de controle bioldgico aplicado, ainda carece de registro. Esses
insetos possuem habito alimentar generalista e sdo predadores somente enquanto larvas, uma
vez que os adultos se alimentam de recursos como poélen e honeydew (FREITAS, 2002;
CARVALHO E SOUZA, 2009). Esses crisopideos apresentam elevada plasticidade ecoldgica,
ocorrendo tanto em sistemas agricolas quanto em ecossistemas preservados. Um dos habitats
agricolas em que se nota a ocorréncia de C. externa e C. cubana sdo as lavouras de café
(FREITAS E PENNY, 2001; RIBEIRO et al., 2014; MARTINS et al., 2019).

Dentre as principais pragas do cafeeiro na regido Neotropical, e particularmente no
Brasil, estd Leucoptera coffeella (Guérin-Meneville & Perrottet, 1842) (Lepidoptera:
Lyonetiidae), conhecida popularmente como bicho-mineiro (PANTOJA-GOMEZ et al., 2019;

LEITE et al., 2020). Estudos recentes apontam que 0s crisopideos sao promissores para 0
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controle biolégico desse microlepiddptero. A predacdo de larvas de bicho-mineiro por C.
externa foi demonstrada por Dami et al. (2018), enquanto Martins et al. (2021) observaram a
habilidade de C. cubana em predar ovos, larvas e pupas da praga. Cabe salientar que as larvas
de C. cubana apresentam o comportamento de se cobrirem com detritos diversos afim de se
camuflarem, ao passo que as larvas de C. externa ndo possuem tal habito (LIRA; LUNA, 2006).

Devido & demanda por novos agentes de controle biolégico e & comprovacdo da
capacidade predatdria apresentada por ambos crisopideos, estudos envolvendo esses predadores
relacionados com o bicho-mineiro cresceu no ultimo ano. Grande parte dessas pesquisas
abordaram aspectos relacionados a biologia e a habilidade em consumir imaturos desse
microlepidoptero. Entretanto, estudos sobre o comportamento alimentar e resposta funcional
fornecem importante contribuicdo para a eficiéncia de programas de controle bioldgico
(SHAUKAT, 2018). Segundo Enriquez-Garcia, Nandini e Sarma (2013), o comportamento
alimentar geralmente busca responder duas questdes fundamentais relacionadas a mudancgas no
consumo de presas e mudancas nas preferéncias alimentares em relagdo a disponibilidade de
presas. Essas possiveis alteracbes no consumo em decorréncia da maior ou menor oferta de
presas € conhecida por resposta funcional.

A resposta funcional pode ser representada por trés categorias, como descrito por
Holling (1959): Tipo 1) crescimento linear no nimero de presas consumidas até que se atinja
um valor méximo, em funcdo do aumento na densidade da presa; Tipo Il) crescimento no
numero de presas consumidas em funcdo da maior disponibilidade delas, até que se atinja
determinada densidade e, entdo, o consumo se mantém estavel; Tipo I11) o consumo cresce de
forma sigmoide devido ao maior consumo inicial, seguido de um decréscimo com o0 aumento
da densidade de presas.

As mudancas no comportamento podem afetar o padréo de liberacdo do predador em
campo, como apontam Batool et al. (2014), e precisam ser estudadas para melhor compreensao
do uso do agente em programas de liberacdo. As larvas do bicho-mineiro empupam na parte
baixa da planta de café, o que pode dificultar o manejo da praga, ademais, tradicionalmente, os
produtos comercializados possuem os adultos e larvas como alvo do controle. Assim, o uso de
ambos crisopideos pode ser uma solucdo para o controle de pupas, devido a capacidade que
esses predadores tém de forragear toda a planta. No presente trabalho, buscou-se conhecer
aspectos comportamentais (tempo de busca, tempo de pausa na busca, tempo de manipulagédo
da presa e acdo predatoria) durante a predacdo de pupas do bicho-mineiro pelos trés instares de
C. externa e de C. cubana. Adicionalmente, elaborou-se a resposta funcional para o segundo

instar de C. cubana, uma vez que larvas no primeiro estadio consomem menor numero de presas
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(MARTINS et al., 2021) e sdo mais vulnerdveis as condi¢des naturais ocorridas em campo.
Além disso, considerou-se a possivel liberacdo de larvas de crisopideos no segundo instar, as
quais irdo garantir maior tempo de atuacdo contra a praga em relacdo aquelas liberadas no
terceiro estadio.

Com esse experimento buscou-se responder as seguintes perguntas: (i) as espécies C.
externa e C. cubana apresentam o mesmo comportamento frente a pupas de L. coffeella? (ii)
qual o tipo de resposta funcional apresentado pelo segundo instar de C. cubana quando

alimentada com pupas do bicho-mineiro?
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Comportamento de larvas de C. externa e C. cubana alimentadas com pupas de L.

coffeella

As larvas de C. externa e C. cubana foram obtidas das criagBes existentes no Laboratorio
de Controle Biologico com Entomdéfagos (LCBE), da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
a qual é conduzida conforme a metodologia de Carvalho e Souza (2009). Larvas de ambas as
espécies, no 1°, 2° e 3° estadios, recém-eclodidas e logo ap6s a mudanca de instar, foram
individualizadas em tubos de ensaio (8,5 x 2,5 cm) e mantidas por 6 horas sem alimento. Esse
periodo de jejum visou estandardizar as larvas e criar um incentivo para a busca da presa
(ZAREI et al., 2019).

As pupas do bicho-mineiro foram provenientes da criacao existente no LCBE/UFLA, a
qual é conduzida em gaiolas de 80 cm de altura x 45 cm de largura x 45 cm de comprimento,
constituidas por armacéo de plastico (PVC) revestida com tecido nylon, sob condicdes de 27°C
+ 3°C, umidade relativa de 70% + 10% e fotoperiodo de 12 horas. Os adultos do bicho-mineiro
foram alimentados com uma solucéo de sacarose a 10% (NANTES; PARRA, 1978) e a cultivar
de café (Coffea arabica) utilizada para a criagdo foi a Catuai Vermelho 144 IAC. Foram
utilizadas pupas abrigadas nos casulos confeccionados em folhas e, previamente, sob
microscopio estereoscopico, confirmou-se se estavam viaveis, ampliando-se a imagem de modo
que permitisse observar a pupa intacta. Verificou-se a possivel presenca de ovos do bicho-
mineiro ou outros organismos nas folhas, os quais foram retirados quando constatados. Outros
materiais, como granulos de terra e pequenos fragmentos de folha seca, foram deixados para
que C. cubana demonstrasse seu comportamento de coleta de detritos.

As folhas de café infestadas pelas pupas do bicho-mineiro foram individualizadas em
placas de Petri com didmetro de 10 cm, j& contendo uma larva do crisopideo previamente
liberada na placa. Foram aguardados 2 minutos entre a alocacédo da larva e da folha contendo a
pupa do bicho-mineiro, de modo a proporcionar um tempo para que a larva do predador
reconhecesse e se habituasse com o ambiente. O comportamento das larvas foi observado
durante 25 minutos a partir do momento em que as folhas infestadas foram adicionadas as
placas. Esse tempo de observacgéo foi determinado a partir de testes realizados preliminarmente.

Foram avaliados os seguintes parametros: taxa de predacdo (%) (consumiu ou ndo a
pupa), tempo de forrageamento, tempo de pausa e tempo de manipulacdo da presa, em

segundos. O tempo de manipulacdo da presa foi considerado como o periodo compreendido
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entre o inicio da tentativa de ataque pela larva do crisopideo, o ataque propriamente e 0 consumo
completo da pupa do bicho-mineiro. O experimento foi realizado em condi¢6es laboratoriais de
25+1°C, UR de 70+10%, 12L:12E.

O registro das atividades comportamentais foi obtido por meio do software BORIS
(FRIARD; GAMBA, 2016), que permite obter, em tempo real, a duracdo de cada
comportamento estudado. Para isso sdo utilizadas as letras do teclado de modo a registrar o
inicio e final de cada atividade, conforme as siglas atribuidas a cada uma delas. Foram utilizadas
20 repeticOes para cada tratamento. As analises foram feitas através do software RStudio (R
CORE TEAM, 2022). Para todos os parametros avaliados procedeu-se o ajuste de modelos
lineares generalizados mistos (GLMM), usando-se a distribuicdo de erros mais adequada a cada
variavel (CRAWLEY, 2012). Para o parametro predacao utilizou-se a distribuicdo Binomial,
enguanto para o tempo de forrageamento aplicou-se a Binomial negativa. Ja para o tempo de
pausa utilizou-se a distribuicdo Binominal negativa inflacionado por zeros, e para o tempo de
manipulacdo da presa foi feita a distribuicdo de Poisson inflacionado por zeros. Inicialmente
foram ajustados modelos lineares generalizados mistos completos e, posteriormente, apenas as
variaveis significativas foram adotadas no modelo final, quando significativo, se comparado ao
modelo nulo (¥2; p<0,05). Os modelos finais foram submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA) e, se significativo, realizou-se o contraste de médias marginais (least-square means)

entre os efeitos fixos testados com o intervalo de confianga (IC) de 95% (TUZUN et al., 2017).

2.2 Resposta funcional de larvas de C. cubana alimentadas com pupas de L. coffeella

A avaliacdo da resposta funcional de C. cubana associada as pupas de L. coffeella foi
realizada a 25+1°C, UR de 70£10%, 12L:12E, utilizando-se larvas com 12-24 horas apés a
mudanca para o segundo instar. As larvas permaneceram sem alimento por duas horas antes do
inicio do teste, conforme proposto por Hassanpour et al. (2015). Tanto as larvas do crisopideo
como as pupas do bicho-mineiro foram obtidas das cria¢Oes existentes do LCBE/UFLA.

O experimento foi conduzido em placas de Petri de 15 cm de diametro, onde foram
disponibilizadas as folhas de cafeeiro infestadas pelas pupas do bicho-mineiro, fornecidas nas
densidades de 1, 2, 4, 8, 16 e 32 individuos. O numero de folhas colocadas nas placas variou
em funcdo do numero de pupas/folha, sendo que o minimo foi uma e o maximo oito
folhas/placa. Em alguns casos, as folhas foram recortadas para se adequarem ao interior da
placa. As placas foram vedadas com plastico filme com micro furos para permitir a circulacdo

do ar no interior.
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As avaliacBes ocorreram apds 24 horas do inicio do experimento, contabilizando-se as
presas consumidas em cada densidade. O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado,
com 20 repeticdes para cada densidade de presa fornecida. As analises foram feitas através do
software RStudio (R CORE TEAM, 2022). A andlise da resposta funcional foi determinada
conforme o ajuste da curva que melhor representou o nimero médio de presas consumidas em
funcéo da densidade ofertada, utilizando-se o pacote frair” (PRITCHARD et al., 2017).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Comportamento de larvas de C. externa e C. cubana alimentadas com pupas

de L. coffeella

Quanto a predacéo, ndo houve diferenca entre as duas espécies de crisopideos (X2=0.16,
GL=1, p=0.68), mas o consumo diferiu entre os instares (X2=9.97, GL=2, p<0). No segundo e
terceiro instar, as larvas de C. externa e C. cubana apresentaram maior taxa de predacdo em
relacdo ao primeiro instar. Para o primeiro, segundo e terceiro instar, a taxa predatoria para
ambas espécies foi de 27,60%, 44,21% e 66,87%, respectivamente (Figura 1), sendo diferentes

guanto ao agrupamento das médias.
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Figura 1. Taxa de predacéo (%) obtida para os trés instares de Ceraeochrysa cubana e Chrysoperla externa
frente a pupas do bicho-mineiro, Leucoptera coffeella.

Esses resultados sdo semelhantes a outros obtidos por varios autores, em diferentes
combinacBes de espécies da familia Chrysopidae, utilizando diferentes presas. O consumo de

Frankliniella occidentalis (Pergande, 1895) (Thysanoptera: Thripidae) em plantas de tomate,
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por larvas de Chrysoperla comanche (Banks, 1938) e C. externa, apresentou 0 mesmo padrdo
(LUNA-ESPINO; JIMENEZ-PEREZ; CASTREJON-GOMEZ, 2020). O mesmo
comportamento foi constatado para larvas de Chrysoperla carnea (Stephens, 1836), as quais
foram apresentando maior voracidade no consumo dos afideos (Hemiptera: Aphididae) Aphis
gossypii Glover, 1877 e Aphis craccivora (Koch, 1854), e de Corcyra cephalonica (Stainton,
1863) (Lepidoptera: Pyralidae), & medida que foram avancando os instares (KUMAR,;
DWIVEDI; KUMAR, 2019). Para C. cubana frente a ovos e lagartas de Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) recém-eclodidas, também se observou maior
consumo por larvas de segundo e terceiro instar (NUNES et al., 2017).

Os resultados obtidos ainda corroboram aqueles de Martins et al. (2021), que apontam
que larvas de C. cubana no primeiro instar consumiram menos pupas de L. coffeella em relacéo
aos outros instares. Conforme 0s autores, 0 menor consumo no primeiro instar pode ser
decorrente da maior fragilidade das pecas bucais, o que dificulta a perfuracédo do tegumento e
aumenta a dificuldade para se alimentar da pupa. O consumo da pupa por larvas de C. externa
e C. cubana interrompe o ciclo de vida do bicho-mineiro na medida em que impede a
emergéncia de adultos, contribuindo para a reducdo da densidade populacional dessa praga no
campo. Outro ponto a ser considerado refere-se ao maior tamanho corporal e a necessidade de
acumular maior quantidade de substancias para atender as demandas nutricionais e fisioldgicas,
0 que torna as larvas de terceiro instar mais vorazes em relacdo aos instares mais jovens
(PALOMARES-PEREZ et al., 2021; MENDOZA et al., 2022).

Quanto ao parametro tempo de forrageamento, houve diferenca entre as espécies de
crisopideos estudadas (X?2=9.31, GL=1, p<0), mas, esse tempo ndo diferiu entre os instares de
cada uma delas (X2=0.65, GL=2, p=0.72). O tempo de forrageamento obtido para C. cubana
foi, em média, 787,59 segundos (13,12 minutos), enquanto C. externa explorou a area por
534,51 segundos (8,06 minutos) em media (Figura 2). O maior tempo de busca pode aumentar

as chances de encontro com a presa, mas deve-se considerar que o periodo utilizado para
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localizar a presa pode influenciar negativamente no fitness do predador, uma vez que envolve
gasto de energia (MILLS; HEIMPEL, 2018).

Forrageamento (s)

Espécie

Figura 2. Tempo de forrageamento (segundos) obtido para larvas de Ceraeochrysa cubana e Chrysoperla
externa frente a pupas do bicho-mineiro, Leucoptera coffeella, durante o periodo de 25 minutos.

Verificou-se que as larvas de C. cubana, exibindo seu comportamento de busca por
detritos para se camuflarem, caminharam e exploraram mais a arena, coletando pequenos
fragmentos presentes nas folhas de café. Esse comportamento contribuiu para o encontro da
presa, uma vez que as larvas buscavam coletar os fios da crisalida do bicho-mineiro. Nesse
momento, observou-se que a pupa realizava uma leve contragdo corporal, o que reitera
observacdes que indicam que esse movimento, produzido por diversas pupas de lepidopteros,
pode ser uma forma de evitar predadores (HAWES, 2018). Entretanto, nesse caso, 0 movimento
de contragdo da pupa denunciou sua presenca ao crisopideo, que deixava de coletar os fios da
seda dos casulos e passava a ataca-la. A taxa de predacdo e o tempo de forrageamento diferem
entre predadores e com o tipo de presa, entretanto, essa variacdo pode contribuir para uma acéo
conjunta, reduzindo populagdes de pragas no campo e incrementando a taxa de sucesso de um

programa de manejo biolégico (MORADI et al., 2020). Assim, apesar da diferenga entre 0s
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tempos de forrageamento obtidos para C. externa e C. cubana, pode-se inferir que o trabalho
sinérgico entre elas no agroecossistema cafeeiro pode contribuir para a reducédo populacional
do bicho-mineiro.

Com relagdo ao periodo em que os crisopideos permaneceram parados (tempo de pausa),
sem demonstrar qualquer tipo de comportamento predatorio, verificou-se diferencga entre as
espécies (X2=11.4, GL=1, p<0), instares (X2=11.9, GL=2, p<0) e interacdo entre espécie e instar
(X2=8.4, GL=2, p<0) (Figura 3).
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Figura 3. Tempo de pausa (segundos) obtido para os trés instares de Ceraeochrysa cubana e Chrysoperla
externa frente a pupas do bicho-mineiro, Leucoptera coffeella.

Larvas de terceiro instar de C. cubana foram as que menos permaneceram em pausa
(média de 98,58s). A elevada capacidade de busca, habilidade em localizar o alvo e facilidade
para manipular a presa tendem a aumentar de acordo com seu instar e constituem-se em
carateristicas inerentes as larvas de terceiro instar dos crisopideos (COSTA et al., 2020),
levando-as a permanecerem menos tempo paradas. Para o segundo instar, ambas as espécies
foram agrupadas, com média de 372,41s em que se mantiveram paradas. J& para o primeiro
instar, C. cubana permaneceu, em média, 328,14s parada, enquanto C. externa atingiu a média
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de 1065,29s de intervalo entre as buscas. O registro dessa ocorréncia foi devido ao instinto da
coleta de detritos exibido pelas larvas de C. cubana, o qual foi nitidamente observado durante
0 monitoramento. Logo que as larvas desse crisopideo foram colocadas na arena, comecaram a
caminhar brevemente para fazerem o reconhecimento da &rea e, em sequéncia, iniciaram a
busca por materiais para composi¢ao do “lixo” usado para se cobrirem. Esse comportamento
agil ndo aconteceu para C. externa, uma vez que ndo se utilizam dessa estratégia para se
protegerem.

Quanto ao tempo de manipulacdo da presa, houve diferenca entre espécies (X2=553.8,
GL=1, p<0), instares (X2=399.2, GL=2, p<0) e interacdo entre espécie e instar (X2=1007.36,
GL=2, p<0) (Figura 4).
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manipulacdo (segundos) obtido para larvas de Ceraeochrysa cubana e Chrysoperla externa durante o consumo
de pupas do bicho-mineiro, Leucoptera coffeella.
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O tempo de manipulagdo por larvas de terceiro instar de C. cubana foi de 468,25s,
enquanto para C. externa foi de 533,12s. Ja para o segundo instar de ambas espécies, 0
agrupamento de médias foi 0 mesmo, com um total de 638,98s manipulando a presa.

Para C. externa, o maior tempo de manipulacéo ocorreu no primeiro instar (896,36s), o
que era esperado, devido ao menor tamanho das larvas e devido as pegas bucais serem mais
frageis para o consumo da presa (MARTINS et al., 2021). Soma-se, ainda, o fato de o0 consumo
da pupa do bicho-mineiro ser mais oneroso energeticamente devido a estar protegida pelos fios
de seda. Para C. cubana, o tempo de manipulacdo pelo primeiro instar foi menor (408,69s),
entretanto, salienta-se que a manipulacdo da presa ndo implica, necessariamente, no consumo
da mesma. Esse menor tempo de manipulacdo foi decorrente, especialmente, da desisténcia da
larva em tentar preda-la devido a maior dificuldade em lidar com os fios de seda que protegem
a pupa, o que demandaria maior gasto energético. De fato, observou-se certa dificuldade para
as larvas conseguirem manipular a pupa devido aos fios de seda que a protege e, dessa forma,
0 predador buscava ajustar a pupa em uma posic¢ao que favorecia o ataque. Essa constatagéo foi
verificada para todos os instares de ambas as espécies de crisopideos, entretanto, observou-se

que, quanto maior a larva, maior foi a facilidade em proceder esse ajuste.

3.2 Resposta funcional de larvas de C. cubana alimentadas com pupas de L.

coffeella

Verificou-se que o consumo das pupas de L. coffeella por larvas de C. cubana aumentou
com o aumento da densidade de presas (Figura 5). Para todas as densidades ofertadas, o0 menor
numero consumido foi de uma pupa. O nimero maximo consumido na densidade de 16 presas
foi de sete pupas, enquanto na densidade de 32, o consumo méaximo foi de 19 pupas. O consumo
médio foi de 3,3 e 6,95 nessas densidades, respectivamente (Tabela 1). As meédias nas
densidades de 8 e 16 se mantiveram iguais, assim como 0 nimero maximo consumido, e na

densidade 32, obteve-se 0 maior consumo médio.
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Figura 5. Curva da resposta funcional obtida para larvas de segundo instar de Ceraeochrysa cubana alimentadas
com pupas do bicho-mineiro, Leucoptera coffeella.

Tabela 1. Consumo (maior e média) obtido para larvas de segundo instar de Ceraeochrysa cubana

alimentadas com pupas do bicho-mineiro, Leucoptera coffeella, ofertado em diferentes densidades.

Densidade Maior consumo Consumo médio
1 1 0,85
2 2 1,65
4 4 2,3
8 7 3,3
16 7 3,3
32 19 6,95

Ao investigar a resposta funcional de C. carnea associada a Saissetia oleae (Oliver,
1791) (Hemiptera: Coccidae), Mahzoum et al. (2019) verificaram que as taxas de busca e
manipulacdo por larvas de terceiro instar eram menores do que 0s obtidos para os estadios mais
jovens. Sultan e Khan (2014) também encontraram 0 mesmo padréo de taxa de busca para C.
carnea estudada frente a Aleurolobus barodensis (Maskell, 1896) (Hemiptera: Aleyrodidae).
Para C. externa alimentada com Melanaphis sacchari (Zehntner, 1897) (Hemiptera:

Aphididae), o padrdo se repete com o terceiro instar apresentando o0 menor tempo de
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manipula¢do (PALOMARES-PEREZ; BRAVO-NUNEZ; ARREDONDO-BERNAL, 2019). O
primeiro instar de C. cubana também requereu maior tempo para buscar e manipular o pulgao
Hyadaphis foeniculi (Passerini, 1860) (Hemiptera: Aphididae), comparado com o segundo e
terceiro instar (MOREIRA et al., 2019).

Presas diminutas, com menor mobilidade e cuticula fina sdo mais faceis para serem
manipuladas e predadas e, por isso, consideradas adequadas para crisopideos, como, por
exemplo, os hemipteros da subordem Sternorrhyncha que, em geral, possuem tegumento pouco
esclerotizado (CARVALHO; SOUZA, 2009; SOUZA et al., 2019). Neste caso, as pupas do
bicho-mineiro atendem ao tamanho reduzido e baixa mobilidade, favorecendo o ataque dos
crisopideos.

Observou-se que a resposta funcional das larvas de segundo instar de C. cubana foi do
Tipo Il. De uma maneira geral, predadores tendem a seguir o Tipo Il de resposta funcional, a
qual se caracteriza pelo aumento do consumo a medida que se aumenta a densidade da presa
até uma quantidade, a partir da qual o crescimento diminui lentamente até a saturacdo (DI et
al., 2021). O consumo pode ser influenciado pelo tamanho da presa, de modo que presas
maiores tendem a fornecer uma quantidade maior de nutrientes e levar a saciedade com menor
numero consumido (NUNES et al., 2017), entretanto, exibindo a resposta funcional do Tipo II,
0 consumo propende aumentar de acordo com o aumento da quantidade de presas fornecidas,
até atingir um certo platd (ZHOU et al., 2021).

A obtencdo desse tipo de resposta funcional reitera resultados de diversos estudos
envolvendo crisopideos frente a outras presas, 0s quais também demonstraram 0 mesmo tipo
de resposta. Como exemplos, citam-se o estudo de Chrysoperla zastrowi sillemi (Esben-
Petersen, 1935) alimentada com A. gossypii (KUMARI et al., 2020), C. carnea consumindo S.
oleae (MAHZOUM et al., 2020), C. externa frente a Aleurodicus cocois (Curtis, 1846)
(Hemiptera: Aleyrodidae) (SARAIVA et al., 2022) e Ceraeochrysa caligata (Banks, 1945)
consumindo o &caro Raoiella indica Hirst, 1924 (Prostigmata: Tenuipalpidae) (JUMBO et al.,
2019).

A habilidade de um predador em procurar € manipular uma presa sao caracteristicas que
afetam a dindmica das popula¢6es de praga, e 0 conhecimento desses aspectos permite estimar
a participacédo do predador no controle da praga (SOUZA et al., 2019). Estudos que investigam
a resposta funcional em condicdes laboratoriais podem auxiliar a compreensdo do potencial do
predador para atuar como agente de biocontrole, fornecendo informagGes sobre interacdes
predador-presa (SAJJAD et al., 2021).
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4. CONCLUSAO

As espécies C. externa e C. cubana, em seus diferentes instares, apresentam
comportamentos diferentes, entretanto, ambas podem contribuir para o controle de pupas de
bicho-mineiro, interrompendo o ciclo da praga em campo.

Larvas de segundo instar de C. cubana apresentam resposta funcional do Tipo I,
podendo ser eficaz para o controle de pupas de L. coffeella, especialmente em baixas densidades

da praga.
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CAPITULO 2
Exposicdo de adultos de Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae) a baixas

temperaturas para anestesia visando aplicacfes praticas.

RESUMO

A liberacdo de inimigos naturais para o controle de pragas agricolas tem sido adotada em locais
como os Estados Unidos e Europa. No Brasil, essa tendéncia tem crescido nos ultimos anos. O
predador Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae) é comercializado por empresas de
bioinsumos no pais e, embora sejam comercializados na fase de ovo, pouco se sabe a respeito
da dispersdo dos adultos no campo. A dispersdo ¢ um dos fatores que podem impactar a
colonizagdo da area e estudos que utilizam o método de marcar-liberar-recapturar podem
auxiliar na compreensdo desse processo. Entretanto, marcar insetos pequenos e de corpo
delicado pode ser um desafio e, para isso, a imobilizacdo através da anestesia por exposi¢do ao
frio pode facilitar a marcacao. Sendo assim, este trabalho buscou desenvolver uma metodologia
de anestesia ao frio para a espécie C. externa. Conduziu-se o experimento no Laboratorio de
Controle Bioldgico com Entomdéfagos (LCBE), da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
utilizando-se fémeas com idade padronizada. O teste foi realizado em geladeira do tipo Frost
Free. Os tratamentos foram baseados no tempo e temperatura de exposi¢éo, sendo eles: T1 — 2
minutos a -19°C; T2 — 2 minutos a 0°C; T3 — 2 minutos a 12,5°C; T4 — 4 minutos a -19°C; T5 —
4 minutos a 0°C; T6 — 4 minutos a 12,5°C, T7 — 6 minutos a -19°C; T8 — 6 minutos a 0°C; T9 —
6 minutos a 12,5°C, e a testemunha, em que os adultos foram mantidos a 25°C. Avaliaram-se a
mortalidade e a taxa de recuperacdo poOs-exposicdo. Na etapa seguinte, as fémeas dos
tratamentos submetidas & anestesia e que se recuperaram do coma frio foram transferidas para
gaiolas de PVC (10cm @) contendo um macho afim de estimular a oviposi¢do. Realizou-se a
coleta aleatoria de 90 ovos por tratamento para avaliagdo da viabilidade embrionéria,
viabilidade das larvas de 1°, 2° e 3° instar e das pupas. Os adultos que emergiram foram sexados
e contabilizados. A taxa de mortalidade ndo diferiu de forma significativa entre os tratamentos,
porém, para a duracdo da anestesia houve diferenca significativa, sendo que T1 (2 minutos a -
19°C), T4 (4 minutos a-19°C) e T7 (6 minutos a -19°C) proporcionaram um periodo de anestesia
mais longo. Os demais parametros avaliados também nédo foram afetados de forma significativa
conforme os tratamentos aplicados. A exposi¢éo a -19°C por 4 minutos ocasionou a imobilidade
dos adultos durante 103 a 208 segundos, tempo habil para manipulacao e marcacdo sem perda
de exemplares, sendo a condi¢do recomendada para essa finalidade. Esse trabalho fornece
informacdes primarias para 0 uso da anestesia, por meio da exposicao ao frio, para espécies da
familia Chrysopidae.

Palavras-chave: Crisopideos; Coma frio; Imobilizacéo.
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1. INTRODUCAO

Os crisopideos (Neuroptera) sdo insetos predadores pertencentes a familia Chrysopidae,
a qual abriga cerca de 1400 espécies descritas (OSWALD; MACHADO, 2018). Segundo
Freitas e Morales (2009), o género Chrysoperla possui 36 espécies e, no Brasil, ha registro de
quatro delas: C. externa (Hagen, 1861), C. defreitasi (Brooks, 1994), C. raimundoi (Freitas e
Penny, 2001) e C. genanigra (Freitas, 2003). O género Chrysoperla tem sido considerado um
grupo importante de predadores que apresentam alta capacidade predatoria e de adaptacdo a
diferentes ecossistemas. Esses insetos sdo utilizados para o controle bioldgico em diversos
sistemas produtivos, como em frutiferas, ornamentais, olericolas e cultivos protegidos
(TAUBER et al., 2000; SOUZA; CARVALHO, 2002; COSTA et al., 2010). Recentemente,
com novas perspectivas para a agricultura, diferentes sistemas de producédo tém sido adotados,
principalmente na producédo de café, em que buscam mais sustentabilidade e adocéo de inimigos
naturais para 0 manejo das principais pragas da cultura (SOUZA et al., 2019; CARVALHO;
CARVALHO; SOUZA, 2019).

A espécie C. externa possui distribuicdo geografica ampla, ocorrendo desde o sul dos
Estados Unidos (Flérida, Carolina do Sul e Texas) até o sul da América do Sul (ADAMS E
PENNY, 1985; BROOKS, 1994). As larvas sdo predadoras generalistas e alimentam-se de
pulgdes, cochonilhas, acaros, tripes, entre outras (CARVALHO; SOUZA, 2009) e, mais
recentemente, relatou-se a predacdo de imaturos da broca do café (BOTTI et al., 2021).
Atualmente, no Brasil, ovos de C. externa tém sido comercializados por empresas de
bioinsumos, entretanto, a recomendacdo e aplicacdo sdo feitas de forma empirica, sem
informacOes embasadas cientificamente. A liberacdo de adultos de crisopideos ja é realizada
em outros paises, como nos Estados Unidos, e estudos demonstram que liberac6es de larvas ou
adultos s3o satisfatorias e podem ser complementares (GOMEZ-MARCO, 2022). A liberagéo
de adultos pode ser utilizada nos agroecossistemas cafeeiros do Brasil junto a estratégias
conservativas, como 0 uso de plantas companheiras para o fornecimento de abrigo e
alimentacdo (RESENDE et al., 2017; VENZON, 2021), visando a estabilizacdo e manutencao
desses insetos em campo. Essa possibilidade constitui-se numa possivel alternativa a apenas a
liberacédo de ovos.

A capacidade de deslocamento de um inseto exerce influéncia sobre sua sobrevivéncia
e colonizagdo das areas a serem exploradas (LOXDALE; LUSHAI, 1999). Assim como para
parasitoides, a compreensdo dos padrbes de dispersdo de predadores assume importancia

quando se trata de programas de controle biologico aumentativo (HAGLER et al., 2002).
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Ensaios utilizando o método de marcar-liberar-recapturar podem auxiliar no entendimento da
dispersdo, padrdes de movimento e taxas de mortalidade nas areas de liberacdo (CULBERT et
al., 2020; KIRKPATRICK et al., 2020). Os insetos podem ser marcados de forma individual
ou em grupo, sendo que a marcagdo em massa ocorre, geralmente, de forma coletiva por meio
de pos, tintas ou corantes (HAGLER; JACKSON, 2001). Contudo, as técnicas de marcacao de
insetos ndo sao praticas para todas as espécies, tornando-se necessario o desenvolvimento de
metodologias de acordo com os objetivos da pesquisa (LORU et al., 2013).

Para que a marcagdo seja feita com melhor precisdo, para determinadas espécies é
necessario que haja a imobilizacdo do inseto de modo a facilitar a manipulagdo. A imobilizacéo
pode ser feita através da exposicéo ao frio ou anestésicos, como o cloroférmio e o didxido de
carbono (COy). Loru et al. (2010) apontam o acetato de etila como um anestésico sem efeitos
adversos sobre a biologia de Chrysoperla pallida Henry et al., 2002. No entanto, estudos
indicam que a aplicacdo desses anestésicos pode causar impactos negativos sobre 0s insetos
(BUSVINE, 1957; HARRIS et al., 1965). Por outro lado, quando expostos ao frio, a maioria
dos insetos tende a diminuir sua atividade e perder sua capacidade de movimentacdo, até que,
em uma dada temperatura, eles entram em um estado reversivel de paralisia que é o coma frio
(HAZELL; BALE, 2011).

Diversos estudos demonstram a possibilidade de exposi¢do ao frio para a imobilizagdo
de insetos de forma a auxiliar no manuseio, como em Apis mellifera Linnaeus, 1758
(Hymenoptera: Apidae) (HORI et al.,, 2006), Aedes albopictus (Skuse, 1895) (Diptera:
Culicidae) (ZHANG et al., 2020), Anopheles arabiensis Patton, 1905 (Diptera: Culicidae)
(CULBERT et al., 2017) e larvas de Ulomoides dermestoides (Fairmaire, 1893) (Coleoptera:
Tenebrionidae) (HOFFMANN et al., 2005). Entretanto, ndo h& uma metodologia de
imobilizacdo desenvolvida para C. externa. Dessa forma, objetiva-se propor uma metodologia
de exposicdo de adultos dessa espécie ao frio visando a imobilizacao para fins de marcacao com
tinta acrilica ou pigmento em p6, de modo que os adultos marcados e liberados em cultivos
possam ser identificados quando na etapa da recaptura. Ademais, objetiva-se verificar possiveis
efeitos da exposicdo ao frio sobre parametros bioldgicos (viabilidade de ovos, larvas, pupas e
adultos) da progénie desse crisopideo. Busca-se através desse experimento estabelecer um
protocolo para anestesia de adultos de C. externa que possa atender pesquisas com objetivos
diversos e, também, responder as seguintes perguntas: (i) a inducdo da anestesia através do
coma frio, nas condigdes utilizadas no presente trabalho, pode ser letal? (ii) os diferentes tempos
de exposicdo ao frio influenciam no periodo em que o inseto permanece anestesiado? (iii) o

coma frio pode afetar a progénie de C. externa?
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2. MATERIAL E METODOS

Ovos de C. externa com até 24 horas apds a oviposicdo foram coletados em gaiolas de
criagdo mantida a 25+1°C, UR de 70+10% e fotofase 12:12, no Laboratorio de Controle
Bioldgico com Entomoéfagos (LCBE), da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Apds a
eclosdo, as larvas foram alimentadas com ovos de Anagasta kuehniella (Zeller, 1879)
(Lepidoptera: Pyralidae) e, apds emergirem, os adultos foram alimentados com dieta de Iévedo
de cerveja e mel (1:1), seguindo a metodologia de Carvalho e Souza (2009).

Apos trés dias, tempo suficiente para o amadurecimento sexual (CANARD; PRINCIPI,
1984), os adultos foram sexados sob microscopio estereoscépico e as fémeas foram utilizadas
para o teste de anestesia por meio da exposi¢do ao frio. Os tratamentos consistiram em tempo
e temperatura de exposi¢édo, sendo os seguintes: T1 — 2 minutos a -19°C; T2 — 2 minutos a 0°C;
T3 — 2 minutos a 12,5°C; T4 — 4 minutos a -19°C; T5 — 4 minutos a 0°C; T6 — 4 minutos a
12,5°C, T7 — 6 minutos a -19°C; T8 — 6 minutos a 0°C; T9 — 6 minutos a 12,5°C, e a testemunha,
em que a conducdo dos adultos se deu nas mesmas condi¢des da criacdo (25+1°C, UR de
70+10% e fotofase de 12 horas). Foram utilizadas 5 fémeas/tratamento, as quais foram
colocadas em tubos de vidro (8,5cm de altura x 2,5cm de didametro) antes de serem submetidas
aos tratamentos. As temperaturas testadas foram definidas a partir daquelas que geladeiras
comuns conseguem alcancar.

Utilizou-se uma Geladeira Frost Free DFW35 da marca Electrolux®, disponivel no
laboratorio, cujas caracteristicas permitem que a metodologia possa ser facilmente replicada em
qualquer outro experimento utilizando a anestesia pelo frio. As temperaturas de 0°C e 12,5°C
foram obtidas na parte inferior do equipamento, enquanto a temperatura de -19°C foi alcancada
na parte superior. Apos 0s respectivos tempos de exposi¢do ao frio, os individuos eram retirados
e mantidos no ambiente do laboratorio. Contabilizou-se, por meio de um crondémetro digital, o
tempo gasto para a recuperacdo das fémeas que entraram no estado de coma frio. Como
recuperacdo adotou-se a capacidade de se erguerem e permanecerem na posi¢ao normal, além
da realizacdo de um primeiro movimento de caminhamento (GOOLEY; GOOLEY, 2021).
Avaliou-se, também, o numero de insetos que, porventura, morreram durante a exposicdo as
respectivas condicGes a que foram submetidos. Posteriormente a recuperacéo da anestesia, as
fémeas foram transferidas para gaiolas de PVC (10 x10 cm) contendo um macho para que
fossem estimuladas a ovipositar (RIBEIRO, 1988).

Na etapa seguinte, prosseguiu-se apenas com o acompanhamento das fémeas

provenientes dos tratamentos que ocasionaram a anestesia de fato. Foram tomadas amostras de
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ovos visando acompanhar os efeitos do coma frio sobre a geragdo descendente. Para isso
realizaram-se trés coletas semanais (1, 8, 16 dias) de 30 ovos, totalizando 90 ovos/gaiola de
cada um dos tratamentos. Esses ovos foram individualizados em tubos de ensaio (8,5 x 2,5 cm)
para avaliacdo da viabilidade embrionaria e, apés a eclosdo, as larvas foram alimentadas ad
libitum com ovos de A. kuehniella para avaliagdo da viabilidade do 1° 2° e 3° instar.
Posteriormente, avaliou-se a viabilidade das pupas. Apoés trés dias da emergéncia, quando 0s
adultos atingem a maturidade sexual, procedeu a sexagem e a contabilizacdo dos insetos machos
e fémeas e avaliacdo da razéo sexual.

O delineamento experimental foi blocos inteiramente casualizados, com 6 repetigdes.
As andlises foram feitas atraves do software RStudio (R CORE TEAM, 2022). As coletas foram
agrupadas através do Teste de F maximo (PEARSON; HARTLEY, 1956) e os resultados da
testemunha foram analisados em conjunto com os outros tratamentos. Para todos os parametros
avaliados procedeu-se o ajuste de modelos lineares generalizados mistos (GLMM), usando-se
a distribuicdo de erros mais adequada a cada variavel (CRAWLEY, 2012). Para o nimero de
mortes ocasionadas pela exposicao ao frio, utilizou-se a distribuicdo Binominal. Para a duracdo
da anestesia, procedeu-se a distribuicdo Tweedie. Ja para a viabilidade dos ovos e das pupas da
progénie utilizou-se a distribuicdo Gamma inflacionada por zeros. Para os parametros morte da
progénie, no primeiro, segundo e terceiro instar, além da mortalidade total durante o periodo
juvenil, e nimero de machos, aplicou-se a distribui¢do de Poisson. Para a emergéncia de adultos
e numero de fémeas, a distribuicao utilizada foi a de Poisson inflacionada por zeros. Foram
inicialmente ajustados modelos lineares generalizados mistos completos e, posteriormente,
apenas as variaveis significativas foram adotadas no modelo final, quando significativo, se
comparado ao modelo nulo (¥2; p<0,05). Os modelos finais foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA) e, se significativo, realizou-se o contraste de médias marginais (least-
square means) entre os efeitos fixos testados, com o intervalo de confianca (IC) de 95%
(TUZUN et al., 2017).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As temperaturas e tempos de exposicdo testados para fémeas de C. externa néo
resultaram em diferencas na taxa de mortalidade dos espécimes (p=1; GL=10; X2<0), mesmo
com o tratamento correspondente a 6 minutos de exposicao a -19°C tendo acarretado a morte
de 16 individuos.

Com relacdo ao tempo em que os adultos de C. externa permaneceram anestesiados,
verificou-se que os tratamentos afetaram a taxa de recuperacdo de forma significativa (p<0;
GL=10; X?=41.02) (Figura 6).
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Figura 6. Tempo de anestesia (segundos) obtido para fémeas de Chrysoperla externa apds exposicdo a diferentes
periodos e temperaturas, conforme os tratamentos T1 a T9, e seus respectivos agrupamentos de médias pelo teste
de Tukey. T1:2’, -19°C; T2: 2°, 0°C; T3: 2°, 12,5 °C; T4: 4°, -19°C; T5: 4°, 0 °C ; T6: 4°, 12,5°C ; T7: 6°, -19°C ;
T8:6°,0°C; T9: 6°, 12,5 °C.
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Os tratamentos T2 (2 minutos a 0°C), T3 (2 minutos a 12,5°C), T5 (4 minutos a 0°C),
T6 (4 minutos a 12,5°C) e T9 (6 minutos a 12,5°C) ndo ocasionaram anestesia, portanto, tais
condi¢des ndo possibilitaram atingir o objetivo principal deste trabalho. O tratamento T8 (6
minutos a 0°C) proporcionou imobilizagdo de apenas dois adultos, com o tempo de anestesia
entre 75 e 90 segundos, ndo sendo, também, vidvel para os fins desta pesquisa.

Ja os tratamentos T1 (2 minutos, -19°C), T4 (4 minutos, -19°C) e T7 (6 minutos, -19°C)
se destacaram por causarem a imobilizacdo entre 31 e 279 segundos (Tabela 2). Contudo,
salienta-se que, ainda que ndo tenha havido diferenca significativa para a mortalidade de
individuos, as condi¢des do T7 foram letais para 16 exemplares, fato que deve ser considerado
antes de se proceder a anestesia. Outro ponto que deve ser levado em conta na escolha da
condicdo a ser utilizada é o tempo de manuseio necessario para a atividade. O T1 proporcionou
um tempo de anestesia mais curto, o T7 proporcionou um tempo mais longo, mas, com
mortalidade de individuos, enquanto o T4 garantiu um tempo intermediario, adequado para a

manipulacdo durante o procedimento da marcacao, e sem perda de exemplares.

Tabela 2. Tempo de anestesia (segundos) minimo, maximo e médio obtido para fémeas de Chrysoperla

externa, em funcdo da duracdo e da temperatura de exposicdo, conforme os tratamentos T1, T4 e T7.

Tratamentos Menor duragéo Maior duracéo Média
T1 (2 minutos, -19°C) 31 160 95, 36
T4 (4 minutos, -19°C) 103 208 153,83
T7 (6 minutos, -19°C) 164 279 106,96

Em estudo conduzido por MacMillan et al. (2017) demonstrou-se que a duracdo da
anestesia em insetos de uma forma geral, aumenta conforme o aumento do tempo de exposicao
ao método utilizado, seja através do frio, do dioxido de carbono, isoflurane ou sevoflurane. Em
outro estudo, desenvolvido por Gooley e Gooley (2021), demonstrou-se que o tempo de
recuperacdo também pode ser influenciado pela temperatura ambiente em que o0s insetos sdo
expostos apos a anestesia, sendo que a 25°C o periodo de anestesia foi mais longo em relacéo a
exposicao a 35°C. Esses estudos demonstram a complexidade da anestesia em insetos, e como
0 ambiente de imobilizagéo e recuperacdo devem ser controlados, afim de se obter resultados
mais precisos.

Segundo Frost et al. (2011), a exposicao de abelhas a -18°C durante 2,4 minutos nao
ocasionou letalidade aos individuos, e os autores alertaram para o fato de que as temperaturas

proporcionadas pelos refrigeradores podem variar, ressaltando-se a necessidade de atencdo ao



62

conduzir a anestesia por meio da exposicao ao frio. De acordo com Tutun, Sevin e Cetintav
(2020), a exposicdo de abelhas por 5 minutos a -20°C causou baixo indice de mortalidade e
elevado tempo de anestesia. Os resultados de ambos estudos foram obtidos em temperaturas
que se aproximam da condicdo térmica explorada neste trabalho. Em outro estudo, também com
abelhas, o maior tempo de exposi¢cdo ao frio resultou no maior tempo para recuperacao
(GROENING; VENINI; SRINIVASAN, 2018), assim como o observado para o tratamento T7.

Como apenas T1, T4 e T7 causaram uma anestesia de modo a atender aos objetivos da
pesquisa, utilizaram-se apenas estes tratamentos para a conducdo da segunda parte do
experimento, que buscou investigar possiveis efeitos sobre a progénie dos insetos tratados.

Com relacéo a viabilidade embrionaria, ndo houve diferenca (X2=2.14, GL=3, p=0.54)
entre os tratamentos T1, T4, T7 e a testemunha. Tampouco as larvas de primeiro (X2=5.98,
GL=3, p=0.11), segundo (X2=2.33, GL=3, p=0.50) e terceiro instar (X?=3.11, GL=3, p=0.37)
tiveram sua viabilidade alterada em funcéo dos tratamentos aos quais suas progenitoras foram
submetidas, ndo sendo detectada diferenca significativa quando contrastadas com a viabilidade
verificada na testemunha.

Quanto ao numero de pupas formadas, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos (X2=3.07, GL=3, p=0.37) e, da mesma forma, o numero de adultos emergidos nao
diferiu significativamente (X2=2.17, GL=3, p=0.53). Quanto ao nimero de machos (X?=6.80,
GL=3, p=0.07) e fémeas (X2=3.02, GL=3, p=0.38), ndo houve diferenca significativa, o que
também foi verificado para a mortalidade total ocorrida ao longo de todo periodo juvenil (X2=
3.42698, GL= 3, p=0.33).

As diferencas ndo significativas entre T1 (2 minutos, -19°C), T4 (4 minutos, -19°C), T7
(6 minutos, -19°C) e testemunha, verificadas para todos os parametros avaliados, apontam para
0 uso seguro da temperatura e duracdo da exposi¢do correspondentes aos respectivos
tratamentos. Esses resultados demonstram a auséncia de qualquer efeito negativo sobre a
progénie de fémeas de C. externa submetidas as condigdes testadas. Em estudo conduzido por
Champion e Wedell (2008), utilizando D. melanogaster e Drosophila simulans Sturtevant,
1919 (Diptera: Drosophilidae), o uso da anestesia pela exposicao ao frio, apesar de ter sido letal
para algumas fémeas, ndo ocasionou impactos negativos sobre a fecundidade, enquanto a
exposicdo ao dioxido de carbono interferiu negativamente sobre o0 sucesso reprodutivo, tanto
de machos quanto de fémeas.

N&o existe uma metodologia estabelecida utilizando o frio para a anestesia de adultos
de Chrysopidae. Na literatura cientifica encontrou-se, até a presente data, apenas o artigo de

Loru et al. (2010) que trata do uso de acetato de etila para adultos de C. pallida. Portanto, com
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a execucdo deste trabalho desenvolveu-se uma metodologia eficaz e facil de ser replicada, uma
vez que as temperaturas foram definidas a partir daquelas atingidas por geladeiras comuns.

Muitos estudos envolvendo a imobilizacdo através do dioxido de carbono e do frio
contemplam espécies da ordem Diptera e Hymenoptera. Conforme apontado por Loru et al.
(2013), as técnicas para marcacdo em geral muitas vezes ndo sdo praticas, necessitando que
sejam elaboradas de modo a atender diferentes espécies de forma particular. O mesmo ocorre
para a anestesia de insetos, uma vez que as especies se diferenciam quanto as caracteristicas
morfoldgicas e fisioldgicas, e até dentro do mesmo género e espécie é importante considerar a
idade antes de selecionar um protocolo de anestesia (FROST et al., 2011). Assim, para
diferentes espécies e idades existem diferentes protocolos criados, e dificilmente segue-se um
padrao de tempo ou temperatura. Por exemplo, Zhang et al. (2020) testaram a imobilizacéo para
machos adultos de A. albopictus utilizando as temperaturas de 1, 5 e 10°C por 1, 2, 3, 6 e 24
horas. Em outros estudos, como o de Chen et al. (2014), adultos de A. mellifera foram
submetidos a 0°C até a imobilizacdo, que levou entre 90 segundos a 2 minutos. Ainda ha estudos
que relatam a exposi¢do de individuos a 0°C, mas ndo mencionam a duracdo, como o de
MacMillan et al. (2017), utilizando Drosophila melanogaster Meigen, 1830 (Diptera:
Drosophilidae). Dessa forma, se torna complexa a comparacgéo entre tempo e temperatura de
anestesia, ainda levando em conta a diferenga entre espécies.

A maioria dos estudos envolvendo a anestesia por meio do frio ndo explora seus
possiveis efeitos sobre aspectos reprodutivos da espécie, haja vista a preocupacao se concentrar
nas avaliacdes cognitivas. Isso porque inumeros trabalhos mostram a tendéncia da exposicao
ao frio ocasionar perda de memoria (PISOKAS et al., 2022; YILMAZ et al., 2022) e dificuldade
em reter o aprendizado anterior a anestesia, nos casos de maltiplas ou prolongadas exposi¢es
ao frio (VANBAAREN; OUTERMAN; BOIVIN, 2005). Tais efeitos colaterais podem ser
resultantes da interrupcdo na atividade neural do inseto (OVERGAARD; MACMILLAN,
2017), sendo que a recuperacdo da anestesia é ditada pelo retorno do sistema nervoso central e
da funcdo muscular (ANDERSEN; OVERGAARD, 2019).

No presente trabalho, ap6s o tempo de recuperacgdo, que variou entre 31 e 279 segundos,
observou-se a normalidade de varias funcdes, como a capacidade dos insetos de se
locomoverem, caminhando ou voando, a limpeza de pecas bucais e antenas, além da
movimentacdo das antenas. O estudo de Okubo et al. (2020), com abelhas europeias (Apis
mellifera ligustica L., 1758), aponta que, 30 minutos ap0s 0 processo de anestesia, 0
comportamento de forrageamento retornava ao normal. Ainda de acordo com MacMillan et al.

(2017), quando a anestesia € utilizada assertivamente, sem repeticGes exageradas e com



64

fornecimento do tempo adequado para recuperacao, ndo ha impacto sobre as caracteristicas da
historia de vida do inseto, e nem sobre a tolerancia ao estresse.

Dessa forma, os trés tratamentos que satisfizeram as necessidades desta pesquisa (T1: 2
minutos, -19°C; T4: 4 minutos, -19°C; e T7: 6 minutos, -19°C) (ocasionam a anestesia e ndo
levam os insetos a morte) podem ser utilizados para efetuar a marcagao dos insetos. E, com
base em trabalhos citados e observag6es in loco, sugere-se a espera de, ao menos, 30 minutos
para a liberacdo em campo, tempo que possam se recuperar cognitivamente. Além disso, este
trabalho fornece informacgfes primarias para investigacdes sobre a anestesia por meio da

exposi¢do ao frio em individuos da familia Chrysopidae.
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4. CONCLUSAO

Para a anestesia de adultos de C. externa, pode-se utilizar a temperatura de -19°C, por
2, 4 ou 6 minutos, levando em conta o periodo desejado para 0 manuseio dos exemplares.
Entretanto, ressalta-se que a exposi¢do por 6 minutos pode ocasionar letalidade de espécimes.
Sugere-se 0 uso da exposi¢do a -19°C por 4 minutos, condi¢do que permite um tempo habil para
manipulacédo (entre 103 e 208 segundos).

Os diferentes tempos de exposicdo ao frio influenciaram no periodo em que o inseto
permaneceu anestesiado, sendo que o maior tempo de permanéncia a baixa temperatura
proporcionou maior tempo de imobilizacdo, entretanto, pode acarretar na morte do inseto.

Nesse estudo ndo se obteve evidéncias que o coma frio, nas condicdes utilizadas, possa

afetar a progénie de C. externa.
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CONSIDERACOES FINAIS

Tradicionalmente o controle utilizado para 0 manejo do bicho-mineiro do cafeeiro
possui como foco a fase larval e adultos em transito. 1sso porqué a pupa tende a se instalar na
parte baixa do cafeeiro, conhecida como saia, 0 que muitas vezes dificulta a aplicacdo de
inseticidas quimicos. Os resultados obtidos neste trabalho sobre o comportamento de C. externa
e C. cubana demonstram positivamente a habilidade desses predadores em encontrar, manipular
e consumir a presa, interrompendo o ciclo de L. coffeella e, consequentemente, diminuindo a
populacédo de adultos no agroecossistema. Com o resultado obtido da resposta funcional para
o0 segundo instar de C. cubana frente a pupas, pode-se inferir que o predador é um aliado,
especialmente em baixas densidades da praga.

O uso do segundo instar do crisopideo pode propiciar um maior tempo de atuacdo como
agente de controle, além de que seu aparelho bucal estd mais desenvolvido e que a voracidade
tende a aumentar com o instar. Entretanto, sdo necesséarios mais estudos envolvendo o uso do
primeiro instar do predador, uma vez que, no Brasil sdo comercializados ovos de crisopideos
para liberacdo, e no presente trabalho observou-se indicios da dificuldade de tal instar em lidar
com a presa no estagio de pupa. Ademais, ndo ha estudos que indiquem a viabilidade de ovos
e taxa de sucesso de larvas neonatas do predador em agroecossistemas cafeeiros, a partir da
metodologia de liberagdo de ovos atualmente difundida por empresas.

Quanto & anestesia por meio da exposi¢do ao frio para a imobilizacdo seguida da
marcacao, visando estudos de dispersdo em campo, se mostrou ser uma metodologia eficiente
e capaz de ser reproduzida em qualquer laboratério que se disponha de uma geladeira. N&o
houve evidéncias de que a exposi¢do a -19°C por dois, quatro ou seis minutos afetassem a
progénie de C. externa, entretanto, sugerem-se novos estudos que acompanhem mais do que
uma geracdo, bem como o desempenho do predador liberado em campo. Além disso, essa
metodologia consiste no primeiro protocolo desenvolvido para uma espécie da familia
Chrysopidae, que possivelmente podera ser replicada para outras espécies da mesma familia,

auxiliando no manuseio sem que haja danos morfofisioldgicos aos individuos.



