Agosto, 1997

An. Soc. Entomol. Brasil 26(2)

375

Comunicacao Cientifica

Uso de Serologia na | dentificacdo de Predadores de Orphulella punctata
(De Geer) (Orthoptera: Acrididae)

Jos¢ E. Serrdot, Martada Silva?, Carlos R. Sousa-Silve? e Josué M. Pacheco?

Departamento de Biologia Geral, Universidade Federal de
Vicosa, 36571-000, Vigosa, MG
2Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva, Universidade Federal de S&o Carlos,
Rodovia Washington Luis, Km 235, 13560.000, Sao Carlos, SP

An. Soc. Entomol. Brasil 26(2): 375-378 (1997)

Use of Serology to Identify Predators of Orphulella punctata (De Geer)
(Orthoptera: Acrididae)

ABSTRACT - Serological techniques were used to study Orphulella punctata
(De Geer) predators. For preparation of antiserum, rabbits were immunized by
the limphonodule injection method with antigens obtained from O. punctata
male. Serological testswere performed using double diffusion in agar gel. Spe-
cific serological reactionswere obtained 13 days after the 1st inoculation. After
the 2nd inoculation 5 precipitation lines were observed. In the reactions with
female antigens there were 2-4 lines, while egg antigens showed 2 lines. These
variationsin the number of lineswere attributed to different physiological states
and to ontogeny. Positive reactions were observed for spiders and chrysopids

captured in the field.
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O género Orphulella (Orthoptera:
Acrididae) apresenta distribuicéo geografica
ampla, ocorrendo do Canada aArgentina. O.
punctata (De Geer), a espécie Neotropical
mais comum, é encontrada em é&reas de
pastagens e margens de florestas desde o
México Central até aArgentina (Otte 1978).
No Brasil, Silva et al. (1968) observam que
essa espécie € praga de Nicotiana tabacume
pastagens. Em S&o Carlos, SP, essaespécie é
encontrada durante todo o ano sem causar
prejuizos. Estasituagdo mostraum equilibrio
possivelmente relacionado a agéo de pre-
dadores e parasitoides.

A técnica seroldgica, que se baseia na
possibilidade de reactes especificas entreum

antissoro, obtido para a fonte que se quer
investigar e antigenos, obtidos dos consu-
midores dessa fonte, tem sido utilizada com
sucesso por varios autores na determinagéo
de predadores de varias ordens de insetos
(Dempster 1960, Titova1970, Lund & Turpin
1976, Gorayeb & Pinger 1978, Mciver 1981).
Nesse trabalho, utilizou-se a serologia para
se estudar os possiveis predadores de O.
punctata em condic¢des naturais.

Machos de O. punctata, coletados em
pastagens, foram utilizados como antigeno
para a obtencdo de antissoro especifico. Os
insetos foram mantidos em jejum por 48h,
macerados em soluc¢éo salina 0,85% e
centrifugados a 6000 g por 2 min. O
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sobrenadantefoi coletado e emul sionado com
Adjuvante Freund incompleto (v/v), parauso
na obtenc&o do antissoro especifico. Um
coelho, pesando 3 K g, foi imunizado com duas
injecdesde0,5ml do AG, vialinfonédulo das
pernastraseiras, observando-se umintervalo
de 15 diasentrea1?e a2?injecéo (Oliveira
1975). Durante o periodo de imunizagao
foram realizadas sangrias consecutivas, du-

Serrao et al.

recolhida uma amostra do sangue do coelho
para a obten¢@o do soro normal, utilizado
como controle nas reacfes serolégicas. Os
testes serol Ggi cosforam realizados utilizando-
se a técnica de dupla difusdo em &gar a 1%
(Ouchterlony 1958) em tampé&o PBS 0,01M,
pH 7,0 (Hofling 1975) sobre laminas para
microscopia (3,0 ml de solucdo de agar por
lamina de 75X25 mm). Testes homdlogos
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Figural. Linhas de precipitagéo observadas nas reagdes serol égicas de dupla difusdo em
agar entre 0 antissoro paramacho de Orphulella punctata (AS-OM) e os antigenos parafémea

(Opf),ovos (Opo) e machos (Opm).

rante 29 dias, através de pequenas incisoes
longitudinais na veia margina da orelha do
coelho. O sangue obtido, em média 10 ml por
sangria, permaneceu por 2-3h em temperatura
ambiente. A seguir, o codgulo formado foi
descolado das paredes do frasco e mantido
em geladeira (10 °C) por 24h. O coagulo foi
descartado e ao soro obtido adicionava-se
mertiolato, para uma concentragdo final de
1:10.000, sendo a seguir armazenado a -2
°C. Antes da 12 inoculac&o do antigeno, foi

foram realizados, utilizando-se como
antigenos individuos machos (AG-Opm),
fémeas (AG-Opf) e ovos (AG-Opo) de O.
punctata, macerados em solucdo salina
0,85%. Osovosforam obtidosem laborat6rio
de fémeas coletadas a campo, deixadas em
gaiolastel adas, contendo recipientes plasticos
com terraumedecida paraaoviposi¢éo. Tes-
tes com predadores foram realizados com
artropodes capturados, semanalmente, nas
pastagens da Fazenda Canchim, S&o Carlos,
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SP, com auxilio de rede de varredura.

Testes serol 6gicos homologos entre AS-
OM e AG-Opm foram positivos mostrando
uma linha de precipitacdo aos 13 dias apds
uma Unicainjec¢do no linfonddul o do coelho.
Apbsa2? doseforam observadascinco linhas
de precipitacdo (Fig. 1). A maior rapidez na
respostaimunol égica, utilizando-se 0 método
deinjecdo no linfonddul o, foi observada por
Oliveira (1975). Nas reagbes com AG-Opf o
nimero delinhasvariou de2 a4 e, nasreactes
com AG-Opo foram observadas apenas duas
linhas de precipitacéo (Fig. 1).

As variagdes no nimero de linhas de
precipitacdo observadas podem ser devidasa
variabilidade genética que ocorre em O.
punctata. Otte (1978), durante a revisdo da
tribo Orphuléllini, cita a dificuldade para a
identificagéo do género Orphulella, por suas
espécies serem muito difundidas e
apresentarem variagdes geograficas, bem
como polimorfismo. Sousa-Silvaet al. (1988)
observaram algo semelhante em Deois
flavopicta (Stal) e atribuiu o fato a
variabilidade genética encontrada nessa
espécie, que se mostra facilmente visivel no
polimorfismo do padréo de cores das asas. O
menor nuimero de linhas de precipitacdo
observado nas reagBes com ovos, sugere que
este antigeno ndo possui a maioria dos
determinantes antigénicos presentes no ma-
cho e na fémea. Sousa-Silva et al. (1988)
sugerem que isto ocorre devido a
transformagdes fisioldgicas durante o
desenvolvimento, que estariam suprimindo ou
estimulando reacBes, com conseqliente perda
ou ganho delinhas.

Os testes realizados com artropodes
predadores capturados no campo mostraram
resultados positivos para aranhas e
crisopideos. Para se descartar a hipétese de
reacOes cruzadas, testes adicionais com
individuos das mesmas espéciesde aranhas e
crisopideos tanto coletados no campo como
mantidos em jejum por 48h mostraram a
ausénciade reagdes positivas para o antissoro.
Apesar de Lund & Turpin (1976), Gorayeb
& Pinger (1978) e Mciver (1981) relatarem a
eficiéncia do uso de antissoro especifico na
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determinac&o de predadores, esses autores
utilizaram outras técnicas. Portanto, os
resultados positivos com predadoresindicam
que o método serolégico aqui utilizado
mostra-se eficiente na determinagdo de
predadores de insetos.
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