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Resumo 

A oliveira, sendo uma planta mediterriinea, encontra-se bern adaptada em PortugaL Apesar de ser uma cultura 
com poucos problemas fitossanitarios, por vezes e sujeita il ac~ao de algumas pragas e doen~as. De entre as 
pragas de artropodos destacam-se a tra~a da oliveira, Prays oleae (Bern.), a mosca da azeitona, Bac/rocera oleae 
(GmeL) e a cochonilha negra, Saisse/ia oleae (Oliv.). No entanto, as popula~oes destes inimigos podem ser 
mantidas abaixo do nivel econ6mico de ataque por factores abioticos elou por outros artropodos, especies 
predadoras e parasitoides, que contribuem para a estabilidade da biocenose no olivaL A valoriza~ao destes 
auxiliarcs e, assim, urn factor preponderante na protecc;:ao contra pragas da oliveira, nomeadamente em modo de 
produ~ao biol6gico. 

A utiliza,ao de tecnicas serologicas, particularmente ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), para 
avaliayao da preda~ao em artropodos, ja e bastante utilizada em varios paises mas, ainda nilo em PortugaL 

Este trabalho refere a caracteriza,ao de antissoros policlonais para monitorizar as tres pragas nos seus 
principais predadores. Evidencia-se 0 comportamento dos antissoros para os respectivos antigenios homologos e 
heterologos, assim como 0 primeiro teste com CllIysoperla cornea (predador com urn nos olivais) em condil'oes 
laboratoriais. as antissoros serao utilizados na avalia,ao do papel dos predadores em olivais conduzidos de 
acordo com 0 modo de produl'ao biol6gico, em Tnis-os-Montes e no Alentejo. 

Palavras-chave: protecyao de plantas, Prays oleae, Bac/rocera oleae, Saisse/ia 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 fillit fly, Bac/rocera 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 inununosorbent 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 
tlleir predators. The behavior of the antisera with homologous and heterologous antigens is presented as well a 
preliminary assay with C/lIysoperia cameo (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. Introdu~ao 
A oliveira (Olea e!lropeae L), sendo uma cultura mediterranea, encontra-se bern adaptada em Portugal mas 

apesar de ser uma cultura com poucos problemas fitossanitarios , por vezes e slueita il ac,ao de algumas pragas e 
doen,as. De entre as pragas de .rtropodos destacam-se a tra,a da oliveira, Prays oleae (Bern.), a mosca da 
azeitona, Bac/rocera oleae (GmeL) e a cochonilh. negra, Saisse/ia oleae (OIiv.) (Andres-Cantero, 1997). No 
ent.nto, as popula,oes destes inimigos podem ser mantidas abaixo do nivel economico de ataque por factores 
abioticos e/ou por outros artropodos, especies predadoras e parasitoides, que contribuem para a estabilidade da 
biocenose no olival (Teixeira e/ aI., 2000). A valoriza,ao destes auxiliares e, assim, urn factor preponderante na 
protecC;80 contra pragas da oliveira, nomeadamente em olivicultura bio16gica. 
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As t"cnicas serologicas, particulannente as variantes de ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) (Clark 
el 01.,1986), tern sido ultimamente utilizadas para avalia,ao da preda,ao em artropodos em varias culturas (e.g. 
Greenstone, 1996; Lozano el 01., 1999; Lozano el 01., 2002; Morris el 01., 2002). 0 unico traballlO referente a 
detec,ao por ELISA de predadores de Prays oleae em olivais portugueses utilizou antissoro produzido em 
Espanha (Lozano el 01., 2002) 

No ambito do Projecto AGRO 236, com amostras de tra,a, mosca e cochonilha colhidas em Tnis-os-Montes 
e no Alentejo, produziram-se antissoros policionais para as tres inimigos da oliveira e iniciou-se a sua 
caracteriza,ao (Rodrigues el 01., 2003). Este trabalho, evidencia agora 0 comportamento dos antissol'os com os 
respectivos antigenios homalogos e heteralogos, assim como 0 primeiro teste com CllIysoperla cornea (predador 
comum nos olivais) em condi,5es laboratoriais. Os antissoros serao utilizados na avalia,ao do papel dos 
predadores em olivais conduzidos de acordo com 0 modo de produ,ao biol6gico. 

2. Matel'ial e Metodos 
Antissoros utilizados - a colheita do material para a obten,ao dos tres antigenios (tra,a, mosca e cochonilha) 

e a imuniza,ao dos coelhos para a produ,ao dos respectivos antissoros policlonais foi previamente descrita 
(Rodrigues el 01., 2003). 

Caracteriza,ao dos antissoros - a caracteriza,ao dos antissoros inteiros foi feita por ELISA indirecto (!D
ELISA) segundo adapta,ao de protocolo de Clark el 01. (1986). Os antigenios utilizados sao os previamente 
descritos pOl' Rodrigues el 01. (2003). Assim, para as curvas de dilui,ao, a concentra,ao do antigenio-tra,a 
variou de 3,61 a 0,0004 ~lg.mL-l, a concentra,ao do antigenio-mosca variou de 4,21 a 0,0004 )lg.mL-' e a 
concentra,ao do antigenio-cochonilha variou de 3,74 a 0,0004 )lg.mL·'. Os soros foram usados na dilui,ao de 
1:1 000. A enzima utilizada foi a peroxidase de rabano com OPD (ortofenilalanina) como substracto. A reac,ao 
foi mantida no escuro e a absorvancia medida a 492 nm, nonnalmente ap6s paragern da reacs:ao com <ieida 
sulfiirico 2,5M. Todas as amostras foram testadas em duplicado. 

Teste de preda,ao com Chlysoperla cameo - larvas do 2" instar de Chlysoperla cameo (Fiplant, Portugal) 
foram mantidas, em tubos Eppendorf, no seu alimento de origem ate ao 4" instar. Foram estao divididas em dois 
grupos e durante 24 horas, urn grupo ficou em jejum e 0 segundo grupo foi alimentado com larvas de tra,a da 
oliveira (Prays oleae). As larvas de C. cameo, dos dois grupos, foram depois guardadas -20"C ate serem testadas 
por !D-ELISA. 

3. Resultados e Discussao 
Caracteriza,ao dos antissoros - a caracteriza,ao preliminar dos antissoros policlonais produzidos para os tres 

inimigos da oliveira foi previamente descrita (Rodrigues el 01., 2003). Quando, por !D-ELISA, e agora 
cornparado 0 comportamento dos mesmos soros perante 0 seu antigenio hom61ogo e as dais antigenios 
heter610gos (Fig. I) verifica-se que, apesal' de haver ligeira reac,ao cruzada, ha uma boa diferencia,ao quando a 
concentra,ao do antigenio homo logo e igual (ou superior) a I )lg.mL-' (correspondendo a dilui,ao de 1:31 600 do 
extracto da praga). 

Teste de preda,ao com Chlysoperla cameo - 0 primeiro teste de preda,ao em laboratario, feito ainda apenas 
para a tra,a da oliveira, evidencia a potencialidade do soro produzido para detectar tra,a em C. camea 
(predador) (Fig. 2). A quantidade de tra,a detectada, em 4 individuos de C. cornea alimentados em laboratario 
durante 24h, variou com 0 individuo mas foi sempre detectada por ID-ELISA com 0 soro produzido. 
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Fig. 2 - Detee,ao do antigenio-tra9a em larvas de C/lIysoperla cornea. 
(Resultados I h apos adi,ao do substracto; C.c.1 - C.c.4 ~ quatro larvas de C. cameo alimentadas com tra9a; 

C.C.j. ~ mistura de quatro larvas de C. cornea emjejum; Soro 1.0 ~ soro normal, Soro 1.3 ~ soro para tra,a). 

·' , 



.' , 
, , 

-= -E 
= 

N 

'" ..,. 
<: 

-= 
c 
N 

'" ~ 
<: 

COELHO 1 - Prays oleae 

--0- Trr Sora 1.0 

-co- T rr Soro 1.3 
0,5 

->- Mrr Soro 1,0 
0,4 

-J.- Mrr Sora 1.3 
0,3 

0,2 
______ err So ro I. 0 

~--0,1 -~- crr So ro 1.3 

ot===2=~~~~~~~~~--~--~~~U 
3,6 0,36 0, I 0,04 0,0 I 0,004 0,00 I 0,0004 

0,7. 

0 ,6 ~ 
0,5 e ___ 

Concentrn~1io do Antigenio (Il g , mL .,) 

COELHO 3 - Bactrocera oleae 

--0-- TIM Soro 3,0 

.....s-TIM Sora 3.7 

. ' M/M Sora 3,0 
0,4 -~ - o- MIM Soro 3,7 0,3 

02~~;;;;~~~;;~~;;;;;;;;:~~~~~~~~~~;;~;;~-£r-~';;CiM~~So::rO~3';0 ' ---0,1 _ _ ___ CiM Soro 3,7 
.-

o ' 
4,2 1,3 0,42 0,13 0,004 0,01 0,004 0,001 0,0004 

Concentrat;iio do Antigenio (J.1 g. rnL 0

1
) 

COELHO 5 - Saissetia oleae 

-,;,- TIC Soro 5.0 
0,7 -B-T/C Sora 5, I I 
0,6 
0,5 

-,~ M/C Soro 5.0 

0,4 --- M/e Sora 5.11 

0,3 'is --0-CIC Sora 5,11 

0,2 -.!r-CIC Sora 5, I I 

3,7 1,1 0,37 0,12 0,037 0,01 0,004 0,001 0,0004 

Conccntrn~ao do Antigenlo (llg.mL .1) 

Fig, I - Comportamento do .ntissora perame a seu .ntigenio homologo e as dais .ntigenios hetero logos 
(Coelho I - Tra~a da oliveira, Prays oleae, Sora 1 ,0 ~ sora normal, Sora 1 ,3 ~ sora para tra~a; Coelh03 - Mosca 
da azeitona, Bactrocera oieae, Sora 3,0 ~ sora normal, Sora 3,7 ~ sora para mosca; Coelho 5 - Cochonilha 
negra, Saissetia oleae, Sora 5,0 ~ soro nonnal e Sora 5, 11 ~ soro para cochonilha), 



Tres antissoros especfficos de tres importantes inimigos da oliveira previamente preparados (Rodrigues el 01., 
2003) evidenciam born funcionamento dos anticorpos para 0 respectivo antigenio homo logo e baixa reactividade 
com os dois antigenios heterologos. 

Par ID-ELISA em C. carnea, mantida em condi,oes laboratoriais, e evidenciada a poteneialidade do 
antissoro produzido para detectar a tra,a da oliveira no seu predador. Os testes deverao continuar para as outros 
soras e respectivos antigenios. 

Para se avaliar a papel dos predadores em olivais conduzidos de acordo com a modo de produ,ao biologico, 
e essencial esrudar as reac~iies destes soros com varias familias de artropodos, principais predadores dos 
inimigos da oliveira (crisopideos, coccinelideos, formicideos e aracnideos). Predadores caprurados em 2004 em 
olivais biol6gicos em Tnis-os-Montes e no Alentejo serao testados com as soros caracterizados para avalia~ao de 
possiveis reayoes cruzadas e para avaiiayao da predac;ao. A valorizacyao dos auxiliares e urn factor preponderante 
oa proteccyao contra pragas da oliveira, nomeadamente em olivais conduzidos de acordo com 0 modo de 
produ~ao biologico. 
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