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A serologia para avaliagcdo do papel dos predadores em olival biolégico
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Resumo

A oliveira, sendo uma planta mediterréinea, encontra-se bem adaptada em Portugal. Apesar de ser uma cultura
com poucos problemas fitossanitrios, por vezes é sujeita 4 acgio de algumas pragas e doengas. De entre as
pragas de artropodos destacam-se a traga da oliveira, Prays oleae (Bern.), a mosca da azeitona, Bactrocera oleae
(Gmel.) e a cochonilha negra, Saissetia oleae (Oliv.). No entanto, as populagdes destes inimigos podem ser
mantidas abaixo do nivel econdémico de ataque por factores abidticos e/ou por outros artrépodos, espécies
predadoras e parasitdides, que contribuem para a estabilidade da biocenose no olival. A valorizagio destes
auxiliares €, assim, um factor preponderante na protec¢fio contra pragas da oliveira, nomeadamente em modo de
produgio bioldgico.

A utilizagdo de técnicas seroldgicas, particularmente ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), para
avaliacdo da predacio em artropodos, ja € bastante utilizada em vdrios paises mas, ainda nio em Portugal.

Este trabalho refere a caracterizag@io de antissoros policlonais para monitorizar as trés pragas nos seus
principais predadores. Evidencia-se o comportamento dos antissoros para os respectivos antigénios homélogos e
heterélogos, assim como o primeiro teste com Chrysoperla carnea (predador comum nos olivais) em condigdes
laboratoriais. Os antissoros serdo utilizados na avaliagdo do papel dos predadores em olivais conduzidos de
acordo com o modo de producio bioldgico, em Tras-os-Montes e no Alentejo.

Palavras-chave: protec¢@o de plantas, Prays oleae, Bactrocera oleae, Saissetia oleae, antissoro policlonal,
ELISA.

Abstract

Olive tree, being a mediterranean plant, is well adapted in Portugal. However, sometimes is attacked by
pests, namely the olive moth, Prays oleae (Bern.), the olive fruit fly, Bactrocera oleae (Gmel.) and the black
scale, Saissetia oleae (Oliv.). Populations of those insects may be sustained under the economic threshold by
abiotic and/or biotic factors. Among those we may include predators and parasitoids. The valorization of
arthropods is, therefore, a preponderant factor in olive crop protection, namely in organic farming.

Serological techniques, namely ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), to study arthropod predation
are already frequently used but, not yet in Portugal.

This work refers to the characterization of polyclonal antisera for monitoring the three main olive pests in
their predators. The behavior of the antisera with homologous and heterologous antigens is presented as well a
preliminary assay with Chrysoperia carnea (common predador in olive orchards) in laboratory conditions. The
antisera will be used for validation of arthropod predation in organic olive groves, in Tras-os-Montes and in
Alentejo.
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1. Introducio

A oliveira (Olea europeae L.), sendo uma cultura mediterrdnea, encontra-se bem adaptada em Portugal mas
apesar de ser uma cultura com poucos problemas fitossanitarios, por vezes € sujeita a ac¢lio de algumas pragas e
doengas. De entre as pragas de artropodos destacam-se a traga da oliveira, Prays oleae (Bern.), a mosca da
azeitona, Bactrocera oleae (Gmel.) e a cochonilha negra, Saissetia oleae (Oliv.) (Andrés-Cantero, 1997). No
entanto, as populagdes destes inimigos podem ser mantidas abaixo do nivel econémico de ataque por factores
abidticos e/ou por outros artrépodos, espécies predadoras e parasitoides, que contribuem para a estabilidade da
biocenose no olival (Teixeira et al., 2000). A valorizagio destes auxiliares &, assim, um factor preponderante na
protec¢do contra pragas da oliveira, nomeadamente em olivicultura biolégica.




As técnicas seroldgicas, particularmente as variantes de ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) (Clark
et al., 1986), tém sido ultimamente utilizadas para avaliagio da predacio em artrépodos em vdrias culturas (e.g.
Greenstone, 1996; Lozano et al., 1999; Lozano et al., 2002; Morris ef al., 2002}. O unico trabalho referente a
detecciio por ELISA de predadores de Prays oleae em olivais portugueses utilizou antissoro produzido em
Espanha (Lozano et al., 2002)

No dmbito do Projecto AGRO 236, com amostras de traga, mosca e cochonilha colhidas em Tras-os-Montes
e no Alentejo, produziram-se antissoros policlonais para os trés inimigos da oliveira e iniciou-se a sua
caracterizacio (Rodrigues et al., 2003). Este trabalho, evidencia agora o comportamento dos antissoros com os
respectivos antigénios homologos e heterdlogos, assim como o primeiro teste com Chrysoperia carnea (predador
comum nos olivais) em condigdes laboratoriais. Os antissoros serfio utilizados na avaliagiie do papel dos
predadores em olivais conduzidos de acordo com o modo de produgdo biologico.

2. Material e Métodos

Antissoros utilizados - a colheita do material para a obtengéio dos trés antigénios (traga, mosca e cochonilha)
e a imunizacio dos coelhos para a produciio dos respectivos antissoros policlonais foi previamente descrita
(Rodrigues et al., 2003).

Caracterizacio dos antissoros - a caracterizagiio dos antissoros inteiros foi feita por ELISA indirecto (ID-
ELISA) segundo adaptagdo de protocolo de Clark er al. (1986). Os antigénios utilizados sdo os previamente
descritos por Rodrigues er al. (2003). Assim, para as curvas de dilui¢fio, a concentragiio do antigénio-traca
variou de 3,61 a 0,0004 pg.mL™, a concentracio do antigénio-mosca variou de 4,21 a 0,0004 pgmL' e a
concentragdo do antigénio-cochonilha variou de 3,74 a 0,0004 pg.mL™. Os soros foram usados na diluigdo de
1:1 000. A enzima utilizada foi a peroxidase de rdbano com OPD (ortofenilalanina) como substracto. A reacgio
foi mantida no escuro e a absorvincia medida a 492 nm, normalmente apds paragem da reacgio com dcido
sulfiirico 2,5M. Todas as amostras foram testadas em duplicado.

Teste de predagdo com Chrysoperia carnea - larvas do 2° instar de Chrysoperla carnea (Fiplant, Portugal)
foram mantidas, em tubos Eppendorf, no seu alimento de origem até ao 4° instar. Foram estdo divididas em dois
grupos e durante 24 horas, um grupo ficou em jejum e o segundo grupo foi alimentado com larvas de traga da
oliveira (Prays oleae). As larvas de C. carnea, dos dois grupos, foram depois guardadas -20°C até serem testadas
por ID-ELISA.

3. Resultados e Discussio

Caracterizagio dos antissoros - a caracterizagfio preliminar dos antissoros policlonais produzidos para os trés
inimigos da oliveira foi previamente descrita (Rodrigues es al, 2003). Quando, por ID-ELISA, € agora
comparado o comportamento dos mesmos soros perante o seu antigénio homélogo e os dois antigénios
heterdlogos (Fig.1) verifica-se que, apesar de haver ligeira reacgfio cruzada, hd uma boa diferenciagdo quando a
concentracdo do antigénio homélogo ¢ igual (ou superior) a 1pg.mL™ (correspondendo & diluigio de 1:31 600 do
extracto da praga).

Teste de predacdo com Chrysoperia carnea - o primeiro teste de predagio em laboratério, feito ainda apenas
para a fraga da oliveira, evidencia a potencialidade do soro produzido para detectar traca em C. carnea
(predador) (Fig. 2). A quantidade de traca detectada, em 4 individuos de C. carnea alimentados em laboratério
durante 24h, variou com o individuo mas foi sempre detectada por ID-ELISA com o soro produzido.
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Fig. 2 - Detecglo do antigénio-traca em larvas de Chrysoperia carnea.
(Resultados 1h apds adicfio do substracto; C.c.] - C.c.4 = quatro larvas de C.carnea alimentadas com traca;
C.C.j. = mistura de quatro larvas de C. carnea em jejum; Soro 1.0 = soro normal, Soro 1.3 = soro para traga).



COELHO 1 - Prays oleae

—o— T/T Soro 1.0
—g—T/T Soro 1.3
—i— M/T Soro 1.0
—i— M/T Soro 1.3
—— C/T Soro 1.0
== C/T Soro 1.3
o, 8 C

3,6 1 0,36 0,1 0,04 0,01 0,004 0,001 0,0004

A 492 3 (1 h)

Concentraciio do Antigénio (ug. mL™)

COELHO 3 - Bactrocera oleae
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Fig. 1 — Comportamento do antissoro perante o seu antigénio homélogo e os dois antigénios heterdlogos
(Coelhol - Traga da oliveira, Prays oleae, Soro 1.0 = soro normal, Soro 1.3 = soro para traga; Coelho3 - Mosca
da azeitona, Bactrocera oleae, Soro 3.0 = soro normal, Soro 3.7 = soro para mosca; Coelho 5 - Cochonilha
negra, Saisseria oleae, Soro 3.0 = soro normal e Soro 5.11 = soro para cochonilha).




Trés antissoros especificos de trés importantes inimigos da oliveira previamente preparados (Rodrigues et al.,
2003) evidenciam bom funcionamento dos anticorpos para o respectivo antigénio homélogo e baixa reactividade
com os dois antigénios heterdlogos.

Por ID-ELISA em C. carnea, mantida em condigBes laboratoriais, é evidenciada a potencialidade do
antissoro produzido para detectar a traga da oliveira no seu predador. Os testes deverdo continuar para os outros
so0ros e respectivos antigénios.

Para se avaliar o papel dos predadores em olivais conduzidos de acordo com o modo de produgdo biolégica,
¢ essencial estudar as reacgdies destes soros com varias familias de artrépodos, principais predadores dos
inimigos da oliveira (crisopideos, coccinelideos, formicideos e aracnideos). Predadores capturados em 2004 em
olivais bioldgicos em Tras-os-Montes e no Alentejo serdio testados com os soros caracterizados para avaliagdo de
possiveis reagdes cruzadas e para avaliagdo da predagdo. A valorizagiio dos auxiliares € um factor preponderante
na protec¢do contra pragas da oliveira, nomeadamente em olivais conduzidos de acordo com o modo de
producio bioldgico.
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