U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

NATALIA APARECIDA FERREIRA OLIVEIRA

ANESTESIA DE ADULTOS DE Chrysoperla externa
(NEUROPTERA: CHRYSOPIDAE) A BAIXAS
TEMPERATURAS

LAVRAS - MG
2023



NATALIA APARECIDA FERREIRA OLIVEIRA

ANESTESIA DE ADULTOS DE Chrysoperla externa (NEUROPTERA:
CHRYSOPIDAE) A BAIXAS TEMPERATURAS

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do
Curso de Agronomia, para a obtencéo do
titulo de Bacharel.

Profa. Dra. Brigida de Souza

Orientad

ora

M.a Nivia Borges Palhari

Coorientadora

LAVRAS-MG

2023



NATALIA APARECIDA FERREIRA OLIVEIRA

ANESTESIA DE ADULTOS DE Chrysoperla externa (NEUROPTERA:
CHRYSOPIDAE) A BAIXAS TEMPERATURAS

ANESTHESIA OF ADULT Chrysoperla externa (NEUROPTERA:
CHRYSOPIDAE) AT LOW TEMPERATURES

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do
Curso de Agronomia, para a obtencgéo do
titulo de Bacharel.

Aprovado em 17/03/2023

DRA. BRIGIDA DE SOUZA - UFLA

ENG. AGRONOMO PATRICK LOPES GUALBERTO - UFLA
M.A. GABRIELA COSTA PINHEIRO - UFLA

M.A. NIVIA BORGES PALHARI - UFLA

M.A. DELANE PATEZ PORTO - UFLA

Profa. Dra. Brigida de Souza
Orientadora
M.a Nivia Borges Palhari

Coorientadora

LAVRAS-MG
2023



A Deus, por ser sempre meu guia e
minha luz e a Nossa Senhora Aparecida
por ser minha intercessora fiel em todos
0s momentos. OFERECO

Ao0s meus pais Marcio e Rosangela, por
terem zelado por mim e cuidado tdo bem
durante toda essa trajetoria. DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Deus por ser sempre minha melhor companhia e forga para seguir em frente nos
desafios e a Nossa Senhor Aparecida por ser sempre minha intercessora.

Aos meus pais, Marcio e Rosangela por serem minha base e meu exemplo de fé e
perseveranca, minha eterna gratiddo por tanto amor e cuidado nos momentos dificeis e
em momentos felizes.

A minha prima, Ariane por ser luz em minha vida e me incentivar em todos os desafios
e oportunidades e por se fazer presente em todos 0s momentos de minha vida.

Ao departamento de Entomologia pela oportunidade de estagiar e ao CNPq pela
concessao da bolsa de iniciagdo cientifica.

A minha orientadora, professora Dra. Brigida de Souza, pela orientacdo e oportunidade
de trabalhar com diversos trabalhos de pesquisa.

Aos alunos de pos-graduacao pelo auxilio durante a iniciagdo cientifica, em especial a
minha coorientadora, M.a Nivia Borges Palhari pela coorientacédo, aten¢éo e cuidado e a
M.a Delane Porto pela ajuda e amizade.

Aos funcionarios e professores do departamento de Entomologia que de alguma forma
contribuiram positivamente para 0 meu crescimento, em especial a técnica Elaine, pela
amizade, ajuda e colaboracgéo dos projetos de pesquisa e na vida.

Aos colegas de turma que sempre estiveram presentes em todos os momentos trocando
forcas, em especial Ana Flavia que sempre esteve ao meu lado me apoiando e
incentivando.

A UFLA, pela oportunidade de escrever minha historia junto dessa incrivel institui¢éo e
amadurecer crescendo pessoalmente e profissionalmente.



“’Por vezes sentimos que aquilo que
fazemos ndo € sendo uma gota de agua
no mar. Mas o mar seria menor se lhe

faltasse uma gota. ”’

Madre Teresa de Calcuta



RESUMO

A capacidade de dispersao dos insetos pode ser estudada através da marcacao, liberagao
e recaptura. O meétodo de marcar-liberar-recapturar € uma forma de auxiliar na
compreensdo dos padrbes de dispersdo, entretanto, para marcar insetos de tamanho
relativamente pequeno com maior mobilidade, é necessario 0 uso de anestesia.
Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae) é um 6timo agente de controle
bioldgico ja comercializado, porém pouco se conhece a respeito dos efeitos da anestesia
através do frio sobre a espécie. Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar os
efeitos da anestesia via exposicdo ao frio em adultos de C. externa. Os tratamentos
foram baseados no tempo e temperatura de exposi¢do, 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, por ultimo, a testemunha, em que os adultos foram mantidos a
25°C, condicdo térmica utilizada na criagdo. Avaliou-se a mortalidade e a taxa de
recuperacdo poOs-exposicdo aos tratamentos aplicados. O delineamento utilizado foi
blocos inteiramente casualizados com seis repeti¢cdes, sendo que cada repeti¢do continha
cinco individuos. Para o parametro taxa de mortalidade ndo houve diferenca
significativa. Ja para o parametro taxa de anestesia, houve diferenca significativa, sendo
que os tratamentos T1 (2 minutos a -19°C), T4 (4 minutos a -19°C) e T7 (6 minutos a -
19°C) proporcionaram um periodo de anestesia entre 31 e 279 segundos, que favoreceu
a manipulacdo dos crisopideos.

Palavras-chave: Liberacdo. Recaptura. Imobilizacéo.



ABSTRACT

The dispersal ability of insects can be studied through marking, release and recapture.
The mark-release-recapture method is a way to aid in understanding dispersal patterns,
however, to mark insects of relatively small size with greater mobility, it is necessary to
use anesthesia. Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae) is an excellent
biological control agent already commercialized, but little is known about the effects of
anesthesia through cold on the species. Therefore, the objective of this work was to
evaluate the effects of anesthesia via exposure to cold in adults of C. externa.
Treatments were based on exposure time and temperature, namely: T1-2 minutes at -
19°C; T2-2 minutes at 0°C; T3-2 minutes at 12.5°C; T4—4 minutes at -19°C; T5-4
minutes at 0°C; T6—4 minutes at 12.5°C, T7-6 minutes at -19°C; T8-6 minutes at 0°C;
T9-6 minutes at 12.5°C and, finally, the control, in which the adults were kept at 25°C,
the thermal condition used in rearing. Mortality and post-exposure recovery rate to the
applied treatments were evaluated. The design used was completely randomized blocks
with six repetitions, each repetition containing five individuals. There was no significant
difference for the mortality rate parameter. As for the anesthesia rate parameter, there
was a significant difference, with treatments T1 (2 minutes at -19°C), T4 (4 minutes at -
19°C) and T7 (6 minutes at -19°C) providing a period of anesthesia between 31 and 279
seconds, which favored the handling of lacewings.

Keywords: Release. Recapture. Immobilization.
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1. Introducéo

Os crisopideos sdo insetos pertencentes a familia Chrysopidae, que é composta
por aproximadamente 1200 espécies e subespécies distribuidas em 86 géneros, sendo a
segunda maior dentro da ordem Neuroptera (HARUYAMA et al., 2008). A familia se
caracteriza por insetos com alta eficiéncia predatéria que contribuem para o controle
biolégico natural de pragas, sendo encontrados em diversos cultivos agricolas
(FREITAS, 2002; COSTA, 2010). Dentre os diversos géneros descritos na familia
Chrysopidae, segundo OSWALD (2018), Chrysoperla € um dos mais frequentes,
encontrado por todo o mundo, abrigando cerca de 36 espécies, entre elas C. externa
(Hagen, 1861). Na fase larval esses insetos tém habito alimentar generalista, sendo
capazes de controlar populacdes de diversos insetos, como pulgbes, moscas-branca e
tripes, além de outros artropodes, com estudos que ja vem sendo realizados a mais de
250 anos (SENIOR e MCEWEN, 2001; CARVALHO e SOUZA, 2009).

Recentemente, Botti et al. (2021) relataram a capacidade de C. externa em
predar a broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera:
Curculionidae), quando observaram a presenca de larvas do crisopideo dentro de frutos
brocados, constatando-se que a larva retirava os imaturos da praga e oS consumia.
Alguns trabalhos também relatam a capacidade desses entomo6fagos em predar o bicho-
mineiro-do-cafeeiro, Leucoptera coffeella (Guérin-Meneville e Perrottet, 1842)
(Lepidoptera: Lyonetiidae) (DAMI et al., 2018).

Os crisopideos possuem uma grande adaptabilidade a diferentes ambientes, o
que lhes garante uma boa dispersdo geografica, que pode impactar nas formas de
colonizacdo e sobrevivéncia no ecossistema (BROOKS e BERNARD, 1990;
LOXDALE e LUSHAI, 1999). Estudos sobre a dispersdo dos insetos sdo relacionados a
chegada e a permanéncia em determinado habitat, e envolve a interagcdo de uma espécie
com outras espécies ali presentes, como, por exemplo, a permanéncia de um parasitoide
pela presenca de seu hospedeiro (ELZINGA et al., 2007).

O entendimento dos padrdes de dispersdo também se faz necessario para insetos
predadores, como C. externa, com a finalidade de garantir que insetos liberados no
local, como parte de um programa de controle bioldgico aplicado contra pragas, estejam
se mantendo na area alvo. Dentre as formas de se conhecer a dispersdo dos insetos, esta
a radiotelemetria, técnica utilizada no monitoramento de abelhas, por exemplo, mas que

pode ser invidvel para espécies de tamanho diminuto, que tenham baixa relagdo
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superficie/volume corporal ou peso/superficie corporal. Sendo assim, a técnica de
marcagao-liberacdo-recaptura se faz vidvel quando os estudos se relacionam aos
crisopideos (HAGLER et al., 2002; RINK e SINSCH, 2007; ROBINET et al., 2019).

Diversos sdo os trabalhos de pesquisa envolvendo a técnica de marcacao-
liberacdo-recaptura realizados com diferentes espécies, como Apis mellifera (L., 1758
(Hymenoptera: Apidae), utilizando pé fluorescente; Monochamus galloprovincialis
(Oliver, 1795) (Coleoptera: Cerambycidae) e Cimex lectularius (L., 1758,) (Hemiptera:
Cimicidae), utilizando tintas de diferentes cores; e Cydia pomonella L., 1758
(Lepidoptera: Tortricidae) marcadas internamente com corante vermelho e
externamente com p6s fluorescentes Day-Glo Daylight® de diferentes cores (HAGLER
et al., 2011; JUDD et al., 2011; COOPER et al., 2015; ROBINET et al., 2019). Cada
trabalho aponta um meio para a marcacdo, o que demonstra que as técnicas ndo sdo
padronizadas para todas as espécies, sendo necessario o desenvolvimento de diferentes
metodologias que se adequem ao inseto a ser trabalhado (LORU et al., 2013).

Muitas vezes, para se proceder a manipulacdo do inseto para a marcacdo, €
necessario o uso de uma técnica de anestesia como forma de facilitar o procedimento,
especialmente com insetos diminutos ou muito ativos. Segundo Colinet e Renault
(2012), o dioxido de carbono (CO, € comumente utilizado em diversos estudos para
anestesia de insetos alados. Entretanto, quando utilizado de forma incorreta, ocasiona
desequilibrio do pH da hemolinfa, diminuindo a acidez e levando o inseto a morte
(BADRE et al., 2005).

O uso do cloroférmio também pode ser eficiente, Cevik et al. (2019) avaliaram
diferentes doses e tempos de exposi¢do em larvas de Drosophila melanogaster Meigen,
1830 (Diptera: Drosophilidae) e concluiram que maiores concentracdes e maior tempo
retardam a recuperacdo e, também, causam a depressdo do sistema nervoso central
(SNC). Outra opgéo seria a utilizacdo da exposigdo do inseto ao frio. A anestesia pela
exposi¢do ao frio € abordada em diversos trabalhos como, por exemplo, em A. mellifera
(HORI et al., 2006). Essa imobilizacdo € reversivel e pode ser entendida como uma
resposta fisioldgica do inseto. Nesse caso, a temperatura interfere nas suas atividades
tornando-os incapacitados de realizar qualquer movimento quando expostos a
determinadas condigdes térmicas (HAZELL e BALE, 2011).

Ao se tratar da familia Chrysopidae, Loru et al. (2010) constataram a eficiéncia
do acetato de etila para a imobilizacdo de adultos de Chrysoperla pallida Henry et al,

2002, mas pouco se conhece a respeito das formas de se proceder e sobre os efeitos da
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anestesia sobre C. externa, se fazendo necessarios maiores estudos sobre a questdo.
Ademais, 0 acesso ao acetato de etila ndo é tdo facil quando comparado a opcéao de se
expor os espécimes ao frio, em geladeiras. A anestesia através da exposicao ao frio é
uma técnica considerada simples, que pode ser conduzida e replicada em qualquer lugar
que se disponha de materiais que fornecam baixas temperaturas, como geladeiras e
freezers. Esse procedimento requer apenas que a conducdo seja efetuada de forma
meticulosa, seguindo-se a metodologia estabelecida.

2. Objetivos
2.1.0bjetivo Geral
Estabelecer uma metodologia para anestesia de adultos de C. externa como
forma de garantir facilidade na manipulacdo desses insetos para fins de marcacdo para
uso em ensaios de marcacao-liberacdo-recaptura, baseada na exposicdo a baixas
temperaturas. Espera-se que temperaturas abaixo de 0°C proporcionem a anestesia
desses adultos.

2.2.0bjetivos Especificos
e Testar trés temperaturas de exposicdo disponiveis no equipamento
utilizado para a anestesia;
e Obter a resposta fisioldgica de C. externa a diferentes exposicoes a
baixas temperaturas;

e Obter tempo de duracdo da anestesia.
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3. Referencial teorico
3.1. Os crisopideos

A ordem Neuroptera é representada por diferentes familias de insetos predadores
de diversas pragas das culturas agricolas, sendo a familia Chrysopidae a segunda maior.
O seu destaque € devido a individuos dessa familia possuirem elevada capacidade
predatoria e por ser composta por insetos holometabdlicos, os quais possuem uma
grande diferenca da fase larval para fase adulta se tratando de morfologia e héabitos
alimentares, e isso permite que eles tenham maior vantagem em atingir diferentes
ecossistemas garantindo assim maior sucesso e vantagem em sua evolucdo (FREITAS,
2002; BORTOLI et al., 2006).

Os adultos dos crisopideos ndo séo predadores, se alimentam especificamente de
polen e néctar no campo, por outro lado, as larvas sdo predadoras generalistas de
diversos artropodes pragas como pulgbes, cochonilhas, tripes, lagartas, etc.,
contribuindo assim para o controle bioldgico promovendo a regulacdo das populagdes
de pragas nos cultivos agricolas (CARVALHO et al., 2002; VALENCIA et al., 2006;
WANG et al., 2012).

A familia Chrysopidae é composta por 1200 espécies e subespécies distribuidas
em mais de 80 géneros e subgéneros (OSWALD e MACHADO, 2018). Dentre os
géneros descritos nessa familia, segundo Albuquerque et al. (2002), Chrysoperla é
considerado um dos grupos mais importantes de inimigos naturais no controle
bioldgico. Freitas e Morales (2009) relatam que o género Chrysoperla é composto por
36 espécies, dentre elas, quatro sdo encontradas no Brasil, sendo: C. externa (Hagen,
1861), C. defreitasi (Brooks, 1994), C. raimundoi (Freitas e Penny, 2001) e C.
genanigra (Freitas, 2003). A espécie Neotropical C. externa se destaca nos estudos de
controle bioldgico, se mostrando um bom agente de manejo de pragas devido a alta
voracidade de suas larvas e também pela sua ocorréncia natural em diversos tipos de
sistemas, como cultivos protegidos, silvicultura, monocultivo e pomares (FREITAS E
PENNY, 2001; BONANI et al., 2009).

Diversos sdo os trabalhos que comprovam essa capacidade de C. externa em
contribuir para o controle biolégico de pragas. Ao estudar o controle biolégico da
lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), Borges (2020) avaliou a eficiéncia de predacédo de lagartas por larvas de C.

externa comparando os ovos de Anagasta kuehniella, e observou que as larvas de C.
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externa se alimentaram 1,5 vezes mais de ovos de S. frugiperda em relacdo a ovos de A.
kuehniella e 1,4 vezes mais de lagartas neonatas do que alimento alternativo (Figura 2)

Larvas de C. externa também foram estudadas na cultura do eucalipto, visando o
controle do psilideo-de-concha, Glycaspis brimblecombei, (Moore, 1964) (Hemiptera:
Aphalaridae). Ao avaliarem a predacdo de ninfas de G. Brimblecombei, Cuello et al.
(2019) observaram que larvas de terceiro instar predam com maior facilidade, em
comparagdo com os instares anteriores, e que a predacdo ocorre quando as larvas
penetram seu aparelho bucal por de baixo da concha construida pelo hemiptero, e assim
realizam a succao das ninfas que ficam ali abrigadas.

Estudos visando andlise da biologia de vida e desenvolvimento de C. externa
mostram que larvas, quando alimentadas com pulgédo-da-roseira Rhodobium porosum
(Sanderson, 1901) (Hemiptera: Aphididae), se desenvolvem sem efeitos negativos até a
fase adulta, sendo considerada uma presa que satisfaz as exigéncias nutricionais das
larvas e garante bons resultados para o controle bioldgico (PEREIRA et al., 2020).

De acordo com Luna-Espino et al. (2020), ao estudarem a eficiéncia de larvas de
primeiro, segundo e terceiro instar de C. externa na predacdo do tripes Frankliniella
occidentalis (Pergande, 1895), praga do tomateiro, observaram que a presenca do
predador, mais especificamente segundo e terceiro instar reduziram os danos aos frutos,
consumindo até 36,6% das presas disponiveis na fase de floracdo da cultura.

Mais recentemente, foi relatado por Botti et al. (2022) a predacdo da broca-do-
café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867), por larvas de C. externa, que observaram
que a larva acessava a galeria no fruto e retirava a fase imatura da broca para se
alimentar. Existem também relatos que essa espécie de crisopideo é capaz de predar o
bicho-mineiro-do-cafeeiro, Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville,1842). As larvas
possuem a capacidade de encontrar as lagartas mesmo quando elas estdo dentro das
minas (DAMI et al., 2018).

Devido a sua facilidade de criacdo em laboratério, contornando pequenos
problemas como o canibalismo da fase imatura na auséncia de alimentos, os crisopideos
apresentam elevada capacidade reprodutiva, com isso espécies do género Chrysoperla
tém sido criados em massa e j& comercializadas para liberagdo na América do Norte e
na Europa, entre elas, C. externa é comercializada na América Latina e Asia (TAUBER
etal., 2000; AMARAL, 2011).

No Brasil, a comercializacdo de crisopideos para controle bioldgico é recente,

atualmente a espécie é comercializada por trés empresas no pais: TOPBIO — Insumos
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Biologicos Industriais e Comercio Ltda., Associacdo Mineira dos Produtores de
Algoddo — AMIPA e pela JB Biotecnologia Ltda. Com registro para o pulgdo-do-
algodoeiro Aphis gossypii (Glover, 1877) (Hemiptera: Aphididae), mosca branca
Bemisia tabaci Bidtipo B (Genn 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae), pulgdo-da-batata
Macrosiphum euphorbiae (Thomas, 1878) (Hemiptera: Aphididae), pulgdo-verde-dos-
cereais Schizaphis graminum (Rondani, 1852) (Hemiptera: Aphididae), pulgdo-verde
Myzus persicae (Sulzer, 1776 ) (Hemiptera: Aphididae), pulgdo-da-roseira Rhodobium
porosum (Sanderson, 1901) (Hemiptera: Aphididae), pulgdo-roxo-da-roseira
Macrosiphum rosae (Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Aphididae) (AGROFIT, 2023).

3.2. Disperséo dos insetos

Conhecer a dispersdo dos insetos nos diferentes ecossistemas existentes é a
melhor forma de entender a dinamica populacional dos mesmos, e assim, garantir
melhor desenvolvimento de trabalhos que visam o melhor manejo de insetos pragas nos
cultivos agricolas (TOMASETO, 2012). Segundo Pires, (2010) a dispersdao € o
movimento de um determinado grupo de individuos para colonizacdo de um novo lugar,
e essa dispersdo € ocasionada por diferentes elementos, dentre eles a presenca ou
auséncia de insetos pragas, alimento, temperatura, umidade, precipitacdo pluviométrica,
entre outros.

A capacidade de voo dos insetos permite melhor adaptacdo a possiveis
necessidades de dispersao, e assim permite que essa se torne um mecanismo de protecao
para determinada espécie, evitando possiveis chances de extingdo, como exemplo,
pulgdes, Aphis gossipii quando excedem o nimero de individuos em determinada &rea,
desenvolvem o mecanismo de voo como forma de facilitar a colonizacdo em outras
areas (ANDRADE, 2018).

Se tratando de inimigos naturais, 0 conhecimento sobre a dispersao é de grande
importancia para garantir o sucesso do controle biolégico de pragas, bem como a
distribuicdo de liberacdo no local alvo (BECCHI, 2021). Dentre as formas de se
entender sobre a dispersdo, estudos envolvendo marcacdo-liberagdo-recaptura séo
utilizados visando a avaliacdo de determinado grupo de insetos em um determinado
espaco (REZENDE, 2022). A tecnica de marcar-liberar-recapturar inclui a criacdo dos
insetos em laboratorio, 0s quais sdo marcados com corantes de facil identificacdo, para
que a localizacdo e recaptura sejam facilitadas, a fim de se calcular sua disperséo no
ambiente desejado (VACAS et al., 2019).
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Estudos envolvendo essa técnica sdo utilizados para diversas finalidades,
Vilarinho, (2007) realizou um estudo no qual, utilizou corantes lipossolUveis nas cores
vermelho Sudan Red 7B (C.1.26050) e azul Solvent Blue 35 (C.1.61554) adicionados a
dieta artificial de lagartas de Diatraea saccharalis (Fabr. 1794) (Lepidoptera:
Crambidae) com objetivo de avaliar a procedéncia da marcacdo e o desenvolvimento
dos insetos o0 que resultou em coloracdo em todas as fases de vida até a fase adulta,
sendo possivel notar a mudanca de colaracao a partir do terceiro dia de alimentacao.

Da mesma forma, Fernandes, (2002) realizou testes para coloracdo de adultos do
parasitoide Cotesia flavipes (Cameron, 1891) (Hymenoptera: Braconidae) devidamente
desenvolvidos em lagartas de D. saccharalis alimentadas com dieta composta por Calco
Oil Red WP N-1700, os quais eram coloridos artificialmente o que facilitava o
monitoramento da dispersdo dos mesmos em campo por apresentarem coloracéo de alta
nitidez e dificuldade de retirar do inseto.

O uso de isétopos estaveis é uma técnica relativamente recente, utilizada para a
marcacdo de insetos, Faiman et al. (2019) testaram Oxido de deutério na marcacdo de
larvas de Anopheles gambiae (Giles, 1902) (Diptera: Culicidae) o qual possui maior
vantagem sobre outros is6topos devido a seu minimo acumulo de residuo.

Outra forma de proceder a marcacao de insetos é utilizando corantes externos,
Pannuti et al. (2019) utilizaram p6s-fluorescentes vermelho em p6 luminoso (BioQuip
Products, Rancho Dominguez, Califérnia, EUA) e Sudan Red 7B (SigmaAldrich
Corporation, St. Louis, Missouri, EUA) em testes com lagartas de Helicoverpa
armigera (Hubner, 1809) (Lepidoptera: Noctuidae) as mesmas apresentaram marcagédo
por até 60 horas, 0 que indica baixa eficiéncia da técnica para estudos que exigem

resultados a longo prazo.

3.3. Anestesia através do frio para estudos de dispersao

O destaque que os crisopideos ganharam no controle biolégico, e também a
flexibilidade adaptativa da espécie possibilitou inimeros estudos sobre esses insetos e
suas caracteristicas, com isso, se faz necessario conhecer a dispersdo dos insetos no
ambiente de forma a entender sua eficiéncia para controle bioldgico (HAGLER et al.,
2002). Como forma de entender a dispersdo dos insetos, a técnica de marcar, liberar e

recapturar tem sido muito utilizada, como por exemplo, em Aedes albopictus (Skuse,
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1894), visando conhecer a distancia percorrida pelo inseto transmissor de doencas como
a dengue, zika virus, entre outras (VAVASSORI, SADDLER & MULLER, 2019).

Contudo, a manipulacéo dos insetos em laboratorio exige técnicas que facilitem
o desenvolvimento dos trabalhos, entre elas, a anestesia € uma tatica para manuseio de
insetos diminutos e de corpo delicado. Entre as diversas formas de anestesiar, as mais
utilizadas sdo o didxido de carbono, cloroférmio, acetato de etila e a refrigeracdo
(RAYL e WRATTEN, 2016; LOEBLEIN et al. 2019).

Em raz&o de sua facilidade e eficiéncia de uso, alem de ndo causar riscos a saude
humana, o dioxido de carbono tem sido comumente utilizado na anestesia de insetos
alados (COLINET & RENAULT, 2012; RAYL & WRATTEN, 2016). Arenas et al.
(2014), utilizaram anestesia por CO, em adultos e ninfas de Diaphorina citri
(Kuwayama, 1908) (Hemiptera: Liviidae), mantendo-os por dois minutos afim de
facilitar a manipulacdo dos insetos. Porém, segundo Shen et al. (2020), a exposi¢do de
Drosophila melanogaster Meigen, 1830 (Diptera: Drosophilidae) por mais de 90
minutos causa morte dos insetos.

O cloroférmio é um liquido volatil que ja foi muito utilizado na medicina como
anestésico Na entomologia por ndo ser inflamavel, e é considerado um anestésico de
rapida acdo nos insetos. Seu uso em testes realizados com larvas de D. melanogaster
expostas a diferentes concentragdes de cloroférmio e diferentes tempos de exposicao
mostrou que a combinacdo 24sx2 (duas doses de cloroférmio por 24 segundos) se
obteve um bom tempo de anestesia das larvas e ndo desencadeou nenhum problema a
elas, porém, altas concentracBes como 30sx2 provocou um retardo na recuperacao e
depresséo de sistema nervoso central (SNC) (FREDDI, 1973; CEVIK et al. 2019).

Segundo Loru et al. (2010), na entomologia o acetato de etila é utilizado em
camaras mortiferas, por ser considerado um produto ndo higroscépio que mantem o
inseto macio a fim de facilitar a montagem para colegdes. No entanto, testes foram
realizados para se observar a resposta do acetato de etila como anestésico alternativo na
imobilizacdo de Chrysoperla pallida Henry et al., 2002 (Neuroptera: Chrysopidae),
guando o inseto se mostrou totalmente imdvel, era retirado do frasco, obtiveram entdo
que o acetato de etila possui propriedades para ser usado como anestésico, tendo como
efeito negativo somente a longevidade de vida das fémeas expostas ao teste.

Assim como o CO,, a utilizacdo de baixas temperaturas tem sido frequentemente
utilizada para anestesiar insetos, pois se trata de uma técnica simples e de baixo custo,

sendo necessaria apenas a disponibilidade de materiais que podem fornecer a
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refrigeracdo. A uma dada temperatura 0s insetos cessam Seus movimentos e a
permanéncia em temperaturas amenas o inseto entra em estado de coma frio, o qual
pode resultar em danos, como por exemplo, a morte do inseto, ou pode se reverter,
possibilitando que o mesmo retorne as condi¢cdes normais em resposta ao aumento da
temperatura (MACMILLAN e SINCLAIR, 2011; RAYL e WRATTEN, 2016).

O conhecimento sobre formas de anestesiar insetos é de suma importancia para
facilitar a manipulagdo dos mesmos em laboratorio para diversos estudos. Estudos
apontam formas de anestesiar C. pallida, mas ndo se tem uma metodologia estabelecida
para C. externa, sendo assim, sdo necessarios maiores estudos para obter conhecimento

de melhores formas de manipulagéo dos mesmos.

3.4. Coma frio

A imobilizacao através da refrigeracdo de insetos segundo Everatt et al. (2013),
€ uma técnica estudada desde 1872. Em estudos realizados com trés espécies de
protistas a temperatura influenciava diretamente sobre o movimento realizado pelos
mesmos, mas ndo se tinha uma definicdo correta sobre 0 que acontecia com 0s
organismos expostos a baixas temperaturas e as possiveis mortes que ocorriam.

Segundo Andersen e Johannes (2019), a uma determinada temperatura 0s insetos
atingem seu minimo térmico critico (CTmin) e perdem sua capacidade de realizar
qualquer movimento, ao diminuir um pouco mais a temperatura o inseto entra em
estado de coma frio, conhecido também por ser a anestesia. A permanéncia por maiores
tempos a essa determinada temperatura pode ocasionar a morte do inseto, mas por outro
lado, se a temperatura for aumentada o inseto inicia sua recuperacdo e volta a sua
temperatura ideal.

A técnica de refrigeracdo para anestesiar insetos apesar de ocasionar algumas
mortes, ndo deve ser considerada um processo que causa um valor consideravel de
danos, pois quando realizado em temperaturas ideais de forma criteriosa, o efeito €
apenas do coma e esse estado pode ser entendido como uma resposta fisiologica do
inseto ao estresse ocasionado pelo frio, sendo essa anestesia reversivel (SAMPER,
1881; HAZELL e BALE, 2011).

Segundo Andersen et al. (2018), a explicacdo mais provavel para o inicio do

coma frio, é que o frio causa desligamento do sistema nervoso central, e dessa forma os
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insetos perdem sua mobilidade. Esse desligamento é resultado de uma despolarizacédo
que ocorre em baixas temperaturas e € causada pelo acimulo e remocdo de potéssio no
SNC, ocorrendo assim uma hipercalemia. Por outro lado, a recuperacdo do coma frio
estd ligada ao equilibrio da homeostase ibnica, ou seja, quando a concentracdo de
potassio se regulariza os insetos retornam sua mobilidade (FINDSEN, et al., 2014;
ANDERSEN e OVERGAARD, 2019).

Duman (1992) explica que insetos sdo susceptiveis a baixas temperaturas e séo
totalmente incapazes de sobreviver quando expostos as mesmas, e a formacdo de
cristais de gelo que ocorre em sua hemolinfa. Como forma de sobreviver e nao sofrer
danos pelo frio os insetos desenvolveram mecanismos para impedir o congelamento.
Sdo conhecidas duas formas de resisténcia pelos insetos quando expostos ao frio: os que
toleram o congelamento e os que evitam o congelamento. Os insetos que evitam o
congelamento desenvolveram a capacidade de aumentar a temperatura da hemolinfa,
impedindo assim seu congelamento, ja os insetos que toleram o congelamento, sua
habilidade é de sobrevivéncia mesmo que ocorra o congelamento do fluido extracelular
(CUBILLOS et al., 2018).

Evitar ou tolerar o congelamento esta relacionado a presenca de crioprotetores
na fisiologia da hemolinfa do inseto. Esses crioprotetores possibilitam a diminuicdo da
temperatura de congelamento da hemolinfa, que séo os aglcares, polidis e aminoacidos
ou podem se ligar ao cristal de gelo impedindo seu crescimento, que sdo as chamadas
proteinas de ligacdo de gelo (DAVIES, 2014; DUMAM, 2015; CUBILLOS et al.,
2018).

Essas proteinas de ligacdo de gelo nos insetos incluem as anticongelantes (AFPs)
e 0s nucleadores de gelo (INPs). Dessa maneira, o que confere a tolerancia dos insetos
ao frio é a presenca de nucleadores de gelo que possibilitam um aumento da temperatura
da hemolinfa de forma que os cristais de gelo se formem no fluido extracelular quando
0 inseto € exposto a temperaturas inferiores a 0°C. Ja os insetos que evitam o frio
produzem anticongelantes (AFPs), esses atuam na hemolinfa abaixando seu ponto de
congelamento e aderindo a superficie do cristal de gelo impedindo sua propagacao.
(MICHAUD e DENLINGER, 2004; DUMAN, 2015).
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4. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Controle Bioldgico com
Entomdfagos (LCBE), da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde é mantida uma
criacdo para fins de pesquisa. Com até 24 horas ap0s a oviposicdo das fémeas adultas da
criacdo foram coletados todos os ovos disponiveis como garantia de se obter ovos
vidveis para realizagdo dos testes, e as larvas eclodidas foram alimentadas com ovos de
Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae). Ao atingirem a fase adulta,
os individuos foram utilizados no teste, o que garantiu a padronizacdo da idade entre
eles.

Os testes foram conduzidos na parte da manhd em geladeira do tipo Frost Free
(Electrolux), nos quais os adultos foram submetidos ao resfriamento em tubos de vidro
com fundo chato. Os tratamentos foram baseados no tempo e temperatura de exposi¢do
ao frio, 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, por altimo, a testemunha,
composta por adultos mantidos a 25°C, condi¢do térmica utilizada na criacdo. Cada
tratamento foi composto por um total de 30 individuos de C. externa.

Foram avaliados visualmente de forma direta o tempo de recuperacdo pos-
exposicdo e 0 nimero de insetos que, por ventura, morreram durante a exposi¢do ao
frio. A recuperacdo foi avaliada contabilizando o tempo através do uso de um
cronbmetro de forma visual apds a retirada dos insetos da exposicdo ao frio. O
delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualizados com seis repeticdes,
sendo que cada repeticdo continha 5 adultos de C. externa. Para todos os parametros
avaliados procedeu-se a aplicacdo de Modelos Lineares Generalizados Mistos (GLMM),
entretanto, para cada modelo utilizou-se a melhor distribuicdo. Para o nimero de mortes
ocasionadas pela exposicao ao frio, utilizou-se a distribuicdo binominal. Para a duragéo
da anestesia, procedeu-se a distribuicdo tweedie. Os dados foram submetidos ao teste de
Qui-Quadrado (X?) e a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de médias de
Tukey com intervalo de confianca (IC) de 95%, através do software R versdo 4.1.1 (R
CORE TEAM, 2021).
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5. Resultados e Discussao

Na avaliacdo da recuperacdo dos adultos em funcdo das condig¢des a que foram
submetidos, notou-se que os tratamentos que permaneceram com o0s dados agrupados no
valor de zero para duracdo da anestesia ndo demonstraram resposta as condicOes
aplicadas, portanto ndo causaram a anestesia dos individuos, sendo eles 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). O T8 (6 minutos a 0°C) anestesiou apenas dois individuos, pelo
periodo de entre 75 e 90 segundos. Tais condi¢fes ndo possibilitaram atingir o objetivo
principal deste trabalho, devendo ser descartados. Os tratamentos T1 (2 minutos, -
19°C), T4 (4 minutos, -19°C) e T7 (6 minutos, -19°C) se destacaram por causarem a
anestesia entre 31 e 279 segundos (Tabela 1).

A submissdo dos adultos de C. externa a diferentes temperaturas e tempos de
exposicdo, em sua maioria, ndo ocasionou letalidade, com exce¢do ao tratamento que
incluiu 6 minutos de exposicao a -19°C (T7), que ocasionou a morte de 16 individuos.
Entretanto, ao aplicar o teste ANOVA, verificou-se que ndo houve diferenca na taxa de
mortalidade entre os diferentes tratamentos (p=1; GL=10; X2<0).

Entretanto, é preciso salientar que, para a escolha do tempo de anestesia, deve-
se considerar o tempo gasto no manuseio de aproximadamente trés minutos dos insetos,

além da possivel mortalidade.

Tabela 1. Menor e maior tempo (segundos) em que adultos de Chrysoperla externa
permaneceram anestesiados apos serem expostos a diferentes tempos e temperaturas, conforme
os tratamentos T1, T4 e T7.

Tratamentos Menor tempo anestesiados Maior tempo anestesiados
T1 (2 minutos, -19°C) 31 160
T4 (4 minutos, -19°C) 103 208
T7 (6 minutos, -19°C) 164 279

Fonte: Autor

A exposicdo ao frio durante 6 minutos a -19°C (T7), apesar de proporcionar 0
maior tempo para recuperacdo da anestesia, causou uma mortalidade que, mesmo nao
sendo significativa, deve ser considerada devido a perda de exemplares. Ja para o

tratamento de 4 minutos de exposi¢éo a -19°C (T4), que manteve 0s insetos anestesiados
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por cerca de 3,46 minutos, observou-se que, além da suficiéncia de tempo para o
manuseio, a ndo ocorréncia de insetos mortos.

Quando realizada a ANOVA referente ao tempo de anestesia, verificou-se que
ha diferenca entre os tratamentos quanto a taxa de recuperacdo pds-exposicao ao frio
(p<0,00001; GL=10; X?=41,02016) (Figura 1).

: "
Dk 1 :
" -
m L] L] D’ : . a .
(7) . . i . .
9_.3 . "W .
$ . o~ ! '
S ! o . :
© ! % : !
o . . 1 L] .
O L] .' ' .
IS . L] L] . ‘ L] L] . L]
E l.' . . .
a . ‘ i . : . i ® i
‘s . . . : ' ' :
4 .
ab ab .ab .b ab .ab .b a ;ab -ab
we e ° -me @ et - eow e
Tratamentos

Figura 1Duracdo de anestesia (segundos) obtido para adultos de Chrysoperla externa, apds exposicao a
diferentes tempos 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.

A partir do agrupamento de médias, verifica-se que ndo houve diferencas entre
os tratamentos quatro e sete, 0s quais garantiram maior tempo de anestesia e, desse
modo, maior tempo para manipulacdo dos individuos, ademais, o tratamento um

também permitiu anestesia dos exemplares, apesar de ter diferido dos citados
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anteriormente pelo agrupamento de médias, devendo assim ser considerado também
para anestesia de C. externa. Esses tratamentos diferiram de forma significativa dos
demais, que néo diferiram entre si, com exce¢do do tratamento oito que, apesar de ter
proporcionado a imobilizacdo dos adultos, o tempo de imobilizacdo ndo foi suficiente
para a manipulacdo dos insetos, uma vez que o menor tempo foi zero e 0 maior noventa
segundos.

Sendo assim, para fins de anestesia visando a marcacdo dos adultos de C.
externa, os tratamentos T1 (2 minutos, -19°C), T4 (4 minutos, -19°C) e T7 (6 minutos, -
19°C) sdo recomendados para se atingir 0 objetivo proposto. Entretanto é preciso avaliar
0 tempo necessario para a manipulacdo e ponderar qual se adequa melhor a necessidade
e objetivos da pesquisa. Ao analisar esses trés tratamentos, é notavel que o T7 acarretou
maior tempo de imobilizacdo, porém, a exposi¢do por maior tempo a -19°C resultou em
16 adultos mortos, o0 que deve ser considerado, uma vez que se objetiva a anestesia sem
letalidade dos exemplares. J& 0 T1 (2 minutos, -19°C) ndo ocasionou letalidade, mas
proporcionou um menor tempo de anestesia (entre 31 e 160 segundos). Sendo assim,
sugere-se a utilizacdo das condicOes referentes ao T4, j& que 0 mesmo permite um
tempo consideravel de anestesia (103 a 208), sem perda de espécimes.

Em baixas temperaturas os insetos entram em estado de paralisia, chamado de
coma frio, que é reversivel, porém, a forma com que as diversas espécies reagem sob
baixas temperaturas é diferente (LEE, 1991), uma vez que, conforme Overgaard e
MacMillan (2017), a tolerancia a baixas temperaturas envolve processos fisiologicos e
bioquimicos.

Ao estudar a anestesia a frio para adultos de C. externa, verificou-se que 0
tempo de exposicdo interferiu na taxa de sobrevivéncia. Insetos expostos a -19°C por
quatro minutos foram anestesiados e ndo morreram, por outro lado, para os insetos
expostos a mesma temperatura por seis minutos observou-se a ocorréncia de
mortalidade. Em estudos com abelhas (A. mellifera) expostas a -18°C por quatro
minutos, ndo houve mortalidade e nem danos aos insetos (FROST et al., 2011). Ja no
trabalho de Gazoni et al. (2012), adultos de Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797)
(Coleoptera: Tenebrionidae) quando expostos a temperatura de 6°C causa letalidade
progressiva, onde 0s insetos entram em estado de coma frio, e quando expostos a -10°C
ocorre morte de adultos e larvas.

O uso de baixas temperaturas é empregado para diversas finalidades quando se

trata de insetos, Ferrari et al. (2011) avaliou a exposi¢cdo do gorgulho-do-milho
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Sitophilus zeamays Mots. 1855 (Coleoptera: Curculionidae) a baixas temperaturas como
forma de controle dessa praga de gréos-armazenados, temperaturas abaixo de 3°C
ocorre morte dos individuos em periodo menor que 30 dias. Utilizando a imobilizacéo
pelo frio como forma de auxiliar a aplicacdo da técnica do inseto estéril em Aedes
albopictus (Skuse, 1894) (Diptera: Culicidae), Zhang et al. (2020) observaram que a
sobrevivéncia dos machos diminui quando expostos a 1°C, independente da duracéo do
tempo de exposigdo, mas, a permanéncia por trés horas a 10°C permite anestesia, ndo
causa morte e, tampouco, danos ao inseto.

Como a reacdo de diferentes espécies quando expostas ao frio € variavel, a
realizacdo de estudos preliminares antes de utiliza-las de forma aplicada é
imprescindivel. Os resultados obtidos neste trabalho sdo fundamentais para a elaboracéao
de um protocolo de anestesia para adultos de C. externa, com o objetivo de elaborar
trabalhos de marcacdo-liberacdo-recaptura, para que seja possivel compreender a
dindmica desses insetos nos agroecossitemas. Estudos como esse visam adequar uma
metodologia para anestesiar 0s insetos, sendo necessarios estudos que abordem o
desenvolvimento de uma metodologia para conhecimento da dispersdo para assim

proceder a continuidade dessa pesquisa.

Figura 2. C. externa anestesiada apds exposicéo a -19°C por 4
minutos.
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6. Conclusao

Para a anestesia de adultos de C. externa visando conhecer o tempo hébil para o
manuseio durante o procedimento de marcacdo, sem perda de exemplares, é
recomendado que se faca a exposicao por até 3,5 minutos (entre 103 a 208 segundos), a
-19°C.
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