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RESUMO

As plantas se defendem do ataque dos herbivoros de varias maneiras, sendo uma delas através
de substancias quimicas, que afetam diretamente os artropodes herbivoros, ou indiretamente,
por meio do recrutamento de inimigos naturais. A herbivoria maultipla, apesar de pouco
estudada, merece grande importancia, visto que a resposta induzida da planta geralmente
difere da herbivoria simples, resultando em mudancas na interacdo tritréfica. Além do
contexto ecoldgico, é relevante estudar a herbivoria multipla sob o contexto aplicado devido
as implicacdes para a atracdo de inimigos naturais e a perspectiva de desenvolver estratégias
de manejo integrado de pragas. O cafeeiro Coffea arabica L. (Rubiaceae) é uma das culturas
mais importantes para a economia do pais, cuja producdo € limitada pelo ataque de diversas
pragas, dentre elas as cochonilhas-farinhentas e o &caro-vermelho-do-cafeeiro. Devido a
caréncia de informacbes sobre a herbivoria mdltipla no sistema cafeeiro, o objetivo deste
estudo foi avaliar se a infestacdo prévia pelo &caro-vermelho-do-cafeeiro Oligonychus ilicis
(McGregor) (Acari: Tetranychidae) em plantas de café influencia a colonizacdo e
estabelecimento da cochonilha-branca Planococcus minor (Maskell) (Hemiptera:
Pseudococcidae); e se a herbivoria mdltipla pelas duas espécies influenciam na resposta
comportamental da joaninha predadora de cochonilhas, Cryptolaemus montrouzieri Mulsant
(Coleoptera: Coccinellidae), pelos volateis induzidos pela herbivoria. Foram conduzidos
testes com chance de escolha, em uma arena, com ninfas de 3° instar da cochonilha para
avaliar a preferéncia hospedeira entre planta infestada pelo acaro e ndo infestada, apds 24, 48
e 72 h. Para o desempenho de P. minor, foram colocadas 50 ninfas de 1° instar em planta de
cafeeiro infestada pelo acaro e planta ndo infestada e, apds 15 dias, os numeros de ninfas e
adultos foram contabilizados. A preferéncia olfativa das joaninhas sob estimulo de volateis de
plantas de cafeeiro ndo infestada e infestadas por uma ou duas das espécies de herbivoro foi
avaliada usando olfatbmetro em Y. As cochonilhas preferiram e tiveram maior
desenvolvimento em planta infestada pelo &caro como hospedeira frente a planta néo
infestada, indicando ser um hospedeiro de melhor qualidade. Os ensaios de olfatometria
mostraram que a joaninha teve preferéncia pelos volateis da planta infestada com a sua presa,
P. minor, mas nao foi atraida pelos volateis da planta infestada pelo acaro, que ndo constitui
uma presa. Ja a planta infestada por cochonilha + &caro emitiu uma mistura de volateis
repelentes para as joaninhas, que preferiram o ar limpo frente as plantas sob infestacdo
maultipla. Dessa forma, a infestacdo prévia pelo acaro torna a planta um hospedeiro de melhor
qualidade para a cochonilha do que plantas ndo infestadas, propiciando a herbivoria maltipla.
Além disso, a escolha por plantas de cafeeiro jd colonizadas pelo acaro O. ilicis deve
favorecer a cochonilha-branca devido a emissdo de volateis que repelem a joaninha,
constituindo em uma estratégia para escape da predacdo. Futuros estudos devem focar nos
mecanismos manipulativos das defesas da planta de café pela herbivoria do acaro por meio da
mensuracao de fitohormdnios, expressdo génica e caracterizacdo quimica do perfil de volateis
das plantas sob herbivoria simples e multipla.

Palavras-chave: Cryptolaemus montrouzieri. Olfatometria. Interagdes tritroficas. Defesas

induzidas.



ABSTRACT

Plants are able to defend themselves from herbivore attack in several ways, one of which is
through chemical substances that can affect herbivore arthropods directly, or indirectly by
recruiting natural enemies. Although it has been poorly studied, herbivory by multiple
herbivore species deserves more attention, as induced response of plants upon multiple
herbivory generally differs from those upon simple herbivory, in ways that can impact
tritrophic interaction. In addition to the ecological context, studying multiple herbivory at the
applied perspective is necessary because of the implications for the attraction of natural
enemies and the perspective of developing integrated pest management strategies. The coffee
Coffea arabica L. (Rubiaceae) is one of the most important crops for the country's economy,
whose production is limited by the attack of several pests, among them the passionvine
mealybug and the southern red mite. Considering the lack of information on multiple
herbivory in the coffee system, the aim of this study was to evaluate whether previous
infestation with Oligonychus ilicis (McGregor) (Acari: Tetranychidae) in coffee plants
influences colonization and establishment of Planococcus minor (Maskell) (Hemiptera:
Pseudococcidae); and, whether multiple herbivory by the two pests influences the behavioral
response of the predatory ladybug, Cryptolaemus montrouzieri Mulsant (Coleoptera:
Coccinellidae) to the herbivore-induced plant volatiles. In order to evaluate host preference
between mite-infested plant and uninfested plant, choice tests were conducted in an arena
using 3-instar mealybug nymphs at 24, 48 and 72 h. In order to evaluate P. minor
performance, 50 1% -instar nymphs were transferred to a plant (mite-infested or uninfested)
and, after 15 days, numbers of nymphs and adults were counted. Ladybug olfactory
preference to volatiles emitted from uninfested and infested coffee plants with one or two of
the herbivores were evaluated using a Y-tube olfactometer. Data showed that the mealybugs
preferred mite-infested plants as a host over uninfested plant. Population growth of P. minor
was higher in mite-infested plant than uninfested plant, indicating to be a better host.
Olfactometer assays showed that the ladybug preferred volatiles emitted by plants infested
with its prey, P. minor, but it was not attracted to volatiles mite-infested plants. Plants
infested with both mealybug and mite emitted repellent volatiles to the ladybug that preferred
clean air over the mealybug + mite-infested plants. Thus, previous infestation with mites
induce changes in coffee plants that comprise in better hosts to passionvine mealybug than
uninfested plants, favoring multiple herbivory. In addition, the mealybug choice for mite-
infested plants should also favor the mealybug because of the emission of volatiles that repel
the ladybird, being a strategy to escape predation. Future studies should focus on the
manipulative mechanisms of coffee plant defenses by mite herbivory, phytohormone
quantification, gene expression and chemical characterization of volatile profiles emitted by
coffee plants upon simple and multiple herbivory.

Keywords: Cryptolaemus montrouzieri. Olfatometry. Tritrophic interactions. Induced
defenses.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Vaérias plantas quando atacadas por apenas uma espécie de herbivoros, emitem substancias
quimicas especificas para favorecer os predadores e parasitoides encontrarem sua presa.
Entretanto, em casos de ataques de mudltiplos herbivoros, hd mistura e mudanca na
composicdo desses volateis, confundindo o predador e/ou parasitoide de localizarem sua
presa, ou seja, 0 herbivoro passa despercebido por seu inimigo natural (SHIOJIRI et al.,
2001). Nesse contexto, ha grande importancia estudos sobre o efeito da herbivoria multipla
em sistemas agricolas, devido ao fato deste ser o cenario comum encontrado nestes ambientes.

Dentre as diversas culturas brasileiras, se destaca o cafeeiro Coffea arabica L.
(Rubiaceae), por constituir a maior producdo e exportacdo mundial (CONAB, 2018). No
entanto, este € acometido por diversas pragas, das quais podemos citar a cochonilha-branca
Planococcus minor (Maskell) (Hemiptera: Pseudococcidae) e o acaro-vermelho-do-cafeeiro
Oligonychus ilicis (McGregor) (Acari: Tetranychidae) (REIS et al., 2010), cujos ataques
causam prejuizos aos produtores. O método ainda mais utilizado no controle dessas pragas é
por meio do uso de produtos fitossanitarios, porém, o controle biolégico tem se tornado uma
tatica eficaz para o controle desses artropodes.

A vista disso, este trabalho teve como objetivo avaliar a escolha hospedeira e o
desenvolvimento da cochonilha-branca P. minor em plantas de cafeeiro C. arabica cv. Mundo
Novo, infestada e ndo infestada pelo acaro O. ilicis, e o efeito dos volateis do cafeeiro, sob
herbivoria simples e multipla na atratividade do inimigo natural da cochonilha, Cryptolaemus
montrouzieri Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae). Desta forma, os resultados obtidos
poderdo fornecer informagdes ndo sé para a literatura, como também para o avanco de

técnicas de manejo sustentaveis.
1.1  Defesas de plantas mediadas por substancias quimicas

As plantas deslocam parte de sua energia para seu crescimento, desenvolvimento e
reproducéo e parte para usarem na sua defesa contra os constantes estresses ambientais, dentre
eles, os causados pela herbivoria (GATEHOUSE, 2002; LUCAS-BARBOSA; VAN LOON;
DICKE, 2011). Como sdo organismos sesseis, elas respondem a esses ataques através de

varios mecanismos morfologicos, bioquimicos e moleculares (DICKE, 2009; DICKE;
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SABELIS; TAKABAYASHI, 1990; WAR et al., 2012). Dentre eles, a protecdo quimica
desempenha um papel decisivo na resisténcia das plantas contra patdgenos e herbivoros, pois
¢ um sistema amplo, altamente dindmicos e pode ocorrer de maneira constitutivas e/ou
induzidas, agindo de forma direta ou indireta sobre os herbivoros (ALMEIDA-CORTEZ,
2005; BEZEMER; VAN DAM, 2005).

As defesas constitutivas da planta estdo sempre presentes nos tecidos, agindo de forma
continua. (AGRAWAL; KARBAN, 1999; ARIMURA; KOST; BOLAND, 2005;
SCHOONHOVEN; VAN LOON; DICKE, 2005), podendo ser encontrada de diversas formas,
como por exemplo, a presenca de pélos, espinhos, tricomas e cuticulas espessas (SOARES;
MACHADO, 2007) e até mesmo através de processos metabdlitos secundarios que sdo
produzidos pelas plantas (SCHOONHOVEN; VAN LOON; DICKE, 2005). Ja as defesas
induzidas, sdo sintetizadas apenas apds sofrerem algum estresse (KARBAN; BALDWIN,
1997). Essas defesas sdo classificadas como diretas quando compostos ndo volateis ou
volateis afetam diretamente o comportamento ou fisiologia dos herbivoros (DUDAREVA et
al., 2006; DUDAREVA et al., 2013; PARE; TUMLINSON, 1999); ou indiretas, quando
afetam os herbivoros por meio dos seus inimigos naturais, que sao recrutados, principalmente,
pela emissdo de volateis de plantas induzidos pela herbivoria (ou herbivore-induced plant
volatiles, HIPVs) (DICKE; VAN LOON, 2000; FATOUROS et al., 2005; HEIL, 2008;
PRICE et al., 1980; TURLINGS; TUMLINSON, 1992). Porém, a simples injuria mecanica
das folhas leva ao rompimento de células, liberando assim volateis, 0os quais ndo sdo
necessariamente indicadores especificos da presenca de herbivoros nas plantas.

Os HIPVs podem mediar interacdes entre planta-planta, planta-inimigo natural e planta-
microorganismo, representando um novo enfoque de interacOes entre os diferentes niveis
troficos (WAR et al., 2012). Essa mistura de compostos sdo liberadas de folhas, flores e frutos
na atmosfera ou no solo em resposta ao ataque dos herbivoros (WAR et al., 2012), podendo
variar seu perfil de acordo com as espécies, estadgios de desenvolvimento e condi¢des das
plantas e herbivoros (ARIMURA; MATSUI; TAKABAYASHI, 2009). As funcdes ecologicas
dos HIPVs sdo completamente dependentes do receptor, podendo ser adaptativamente
favoravel a ambos (planta e inimigo natural), quando os HIPVs sdo usados como pistas de
busca por inimigos naturais que diminuem os danos causados por herbivoros removendo-os
das plantas, ou favoraveis aos herbivoros, mas ndo a plantas infestadas, quando os mesmos
HIPVs sdo usados por outras espécies herbivoras para encontrar seu hospedeiro (ARIMURA;
MATSUI; TAKABAYASHI, 2009; DE MORAES et al., 1998).
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1.2 Herbivoria simples e multipla nas interagdes tritréficas

Na natureza, as plantas geralmente sdo hospedeiras de mais de uma espécie de
herbivoro, podendo ser atacadas por varios micros e/ou macroorganismos a0 mesmo tempo
(VAN DER PUTTEN et al., 2001). H& diversos relatos na literatura sobre a atracdo de
inimigos naturais das pragas por volateis de plantas induzidos pela herbivoria (CUSUMANO
et al., 2015; GOSSNER et al., 2014; MCCORMICK et al.,, 2014; MCCORMICK;
UNSICKER; GERSHENZON, 2012; MUMM; DICKE, 2010; VET; DICKE, 1992; VOS et
al., 2001), porém, a maioria dos estudos trata de sistemas com apenas uma espécie de praga e
um inimigo natural, ndo considerando a realidade do campo.

As plantas podem apresentar mais de mil compostos volateis (DUDAREVA et al.,
2006; PICHERSKY; NOEL; DUDAREVA, 2006), sendo que estes nameros podem sofrer
alteracdes quando as plantas sofrem algum tipo de dano (FARMER, 2001; TURLINGS et al.,
1995). Apesar da mistura e variagdo na composicdo de volateis, 0s inimigos naturais, na
maioria das vezes, conseguem reconhecer sua presa através de um odor especifico (DE
MORAES et al., 1998), o que pode ocorrer de maneira instintiva ou apds a experiéncia e
aprendizado do predador ou parasitoide (STEIDLE; VAN LOON, 2003; VET; DICKE,
1992). Nos casos de interagcdes envolvendo os trés niveis troficos, os predadores sdo capazes
de diferenciar, através de compostos organicos volateis (COVs) emitidos pelas plantas, as
plantas danificadas ou ndo danificadas, infestadas por diferentes espécies de herbivoros ou
mesmo diferentes espécies de plantas infestadas pelo mesmo herbivoro (PRICE et al., 1980).

Os voléateis emitidos pelas plantas sdo essenciais para muitos herbivoros para orientacdo
e preferéncia por uma determinada planta (BRUCE; PICKETT, 2011). A selecdo de um
hospedeiro envolve a escolha correta da planta que seja viavel a alimentacdo, sobrevivéncia e
desenvolvimento dos artrépodes (BERNAYS; CHAPMAN, 1994; SLANSKY;
RODRIGUEZ, 1987), assim como da propor¢do de ocupagdo por outros insetos ou da sua
atratividade por inimigos naturais (BERNAYS, 2001; POELMAN; VAN LOON; DICKE,
2008; PRICE et al., 1980).

Os artropodes que sdo atraidos pelos HIPVs podem obter vantagens nas plantas
previamente atacadas quando, por exemplo, o herbivoro colonizador manipula as defesas da
planta favorecendo a alimentacdo e desenvolvimento da segunda espécie (HEARD, 2000;
POWELL; TOSH; HARDIE, 2006; SARMENTO et al., 2008; YONEYA,; KUGIMIYA;
TAKABAYASHI, 2009). Os herbivoros podem utilizar estratégias que manipule tanto a
planta, quanto a atracdo de inimigos naturais. Ao se beneficiar da planta hospedeira, 0s
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artrépodes sofrem o efeito bottom-up, que ocorre de baixo para cima, visto que a tentativa da
planta em se defender acaba favorecendo seu herbivoro. Do mesmo modo, ao se beneficiar
devido a repeléncia do inimigo natural, os herbivoros sofrem o efeito top-down, que ocorre de
cima para baixo (WIMP; WHITHAM, 2001; BARONIO; PIRE; AOKI, 2012).

Os herbivoros, ao atacarem a planta, fazem com que ela responda induzindo trés
fitohorménios principais, o acido jasménico (AJ), &cido salicilico (AS) e etileno (ET). A
ativacdo das rotas reguladas por esses hormonios é diferente dependendo do habito alimentar
do herbivoro. Por exemplo, um herbivoro mastigador ativa, predominantemente, a rota de
defesa do AJ, ao passo que um sugador ativa a rota de defesa do AS (MORAN; THOMPSON,
2001). Em muitas plantas, as rotas do AJ e AS interagem de forma antagbnica de modo que a
elevacdo dos niveis de AS promovem supressdo da rota do AJ, e vice-versa (DICKE; VAN
LOON; SOLER, 2009). Assim, no contexto da herbivoria multipla, é esperado que plantas
danificadas por um inseto sugador e mastigador emitam volateis menos atraente para 0s
inimigos naturais do herbivoro mastigador, em relacdo a emissdo de plantas infestadas
somente pelo mastigador, devido a supressao da rota do AJ (ZHANG et al., 2009, 2013).

O fato dos herbivoros comumente possuirem diferentes habitos alimentares, faz com
que os perfis quimicos dos volateis emitidos pelas plantas nessas condi¢cdes sejam alterados,
podendo impactar a resposta que 0s inimigos naturais apresentariam em uma condicdo de
herbivoria realizada por uma Unica espécie (RIJK; DICKE; POELMAN, 2013). Isso pode ser
visto no estudo de Zhang et al. (2009), no qual observaram que a infestacdo por Bemisia
tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) suprime a sintese de AJ induzida pelo acaro
herbivoro Tetranychus urticae (Koch) (Acari: Tetranychidae), implicando na reducdo da
atracdo do acaro predador Phytoseiulus persimilis (Athias-Henriot) (Acari: Phytoseiidae).
Dessa forma, a herbivoria maltipla pode aumentar (MOYAERI et al., 2007; SHIOJIRI et al.,
2001), reduzir (SHIOJIRI et al., 2001; ZHANG et al., 2009) ou ndo alterar (ERB; FORESTI;
TURLINGS, 2010) a atratividade da planta ao inimigo natural se comparada a uma planta
atacada por apenas um herbivoro. Alguns inimigos naturais podem ser mais atraidos aos
volateis produzidos por mais de uma espécie de herbivoro (DE BOER et al., 2008) e outros
terem maior preferéncia por volateis liberados por uma Unica espécie (SHIOJIRI et al., 2001).
Vale salientar que ainda néo foi possivel estabelecer um padréo sobre o efeito da herbivoria
multipla na atratividade dos volateis da planta para os inimigos naturais, ja que pode exercer
um efeito variavel em relagcdo a herbivoria simples (PAREJA; PINTO-ZEVALLOQOS, 2016).
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1.3 A cultura do cafeeiro C. arabica

O cafeeiro € um arbusto da familia Rubiaceae e do género Coffea. No Brasil, ele se
encontra em dareas com latitudes maiores que quatro graus, em condicGes tropicais
(CAMARGO, 1985). Seu ciclo fenoldgico é bem preciso, sendo que o florescimento acontece
na primavera, a frutificacdo no verdo, maturagdo no outono e a colheita ocorre no inverno. A
especie C. arabica, por exemplo, apresenta uma sequéncia de fases vegetativas e
reprodutivas, levando dois anos para completar seu ciclo fenolégico (CAMARGO;
CAMARGO, 2001). No primeiro ano, € formado seus ramos vegetativos, com gemas axilares
nos nos. Ja em janeiro, quando os dias ficam mais curtos, as gemas vegetativas axilares séo
transformadas em gemas reprodutivas (GOUVEIA, 1984).

Essa cultura é considerada uma das mais importantes para o Brasil, visto que o pais € 0
maior produtor e exportador de café e o segundo maior consumidor do produto, sendo seu
volume similar a soma dos outros seis maiores paises produtores. A estimativa é alcancar uma
producdo de cerca de 59,9 milhGes de sacas com a safra brasileira de 2018, ou seja, um
crescimento de 33% comparado ao ano anterior. Dentre esses nimeros, Minas Gerais
concentra a maior producdo de café, sendo responsavel por mais de 50% da safra nacional,
seguido do Espirito Santo e S&o Paulo (CONAB, 2018).

Apesar da importancia econdémica do café no Brasil, este é acometido por inimeros
fatores que podem ocasionar prejuizos ao produtor, sendo um dos problemas a suscetibilidade
a diferentes pragas (RENA et al., 1986). Dentre os diversos agentes fitossanitarios, pode-se
destacar a broca-do-cafeeiro Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytinae), o
bicho-mineiro Leucoptera coffeella (Guér-Meénev) (Lepidoptera: Lyonetiidae), os &caros
(Acari), as cigarras (Hemiptera: Cicadidae) e as cochonilhas-farinhentas (Hemiptera:
Pseudococcidae) (REIS et al., 2010). Devido a reducdo da produtividade e qualidade do café
ocasionado por esses artrépodes e a atual demanda por uma menor dependéncia de produtos
fitossanitarios, pesquisas tém focado no desenvolvimento de taticas de manejo alternativas e
mais sustentaveis na agricultura.

Os volateis do cafeeiro tém sido objeto de pesquisas no contexto de busca por
compostos  funcionais, principalmente aqueles associados a qualidade do café
(AMSTALDEN; LEITE; MENEZES, 2001; SHIMODA; SHIBAMOTO, 1990). Por outro
lado, ha poucos trabalhos que mostram o papel dos volateis da planta de café no recrutamento
de pragas e seus inimigos naturais. Por exemplo, sabe-se que os volateis do cafeeiro tém

influéncia sobre o comportamento do bicho-mineiro-do-cafeeiro (FONSECA et al., 2013), da
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broca-do-cafeeiro (SILVA, 2009), do acaro-vermelho-do-cafeeiro (TOLEDO, 2015) e das
cochonilhas Planococcus spp. (SANTA-CECILIA et al., 2018), porém ainda ha necessidade
de mais estudos, principalmente envolvendo a herbivoria multipla dessas pragas e seus
inimigos naturais em vista do grande interesse que a cafeicultura orgénica tem exercido
(GIOMO; PEREIRA; BLISKA, 2007).

1.4 Cochonilha-branca (P. minor)

As cochonilhas séo insetos sugadores que se alimentam do floema da planta, tanto da
parte aérea quanto radicular, e no cafeeiro podem ser encontradas quinze espécies, sendo que
destas, oito sdo frequentes nas raizes e sete na parte aérea (SANTA-CECILIA; SOUZA,
2014). Dentre este complexo, se destaca a P. minor, também conhecidas como “cochonilhas-
das-rosetas” ou “cochonilhas-brancas”, por possuirem o tegumento mole recoberto por uma
secrecdo branca finamente granulada, atribuindo o aspecto de terem sido envolvidas em
farinha (SANTA-CECILIA et al., 2007; SANTA-CECILIA; PRADO, 2008).

As cochonilhas P. minor vivem em colbnias compostas por individuos em varios
estagios de desenvolvimento (ovos, ninfas e adultos). O periodo embrionério desses insetos
dura em torno de 3,5 dias. Os machos possuem dois instars e as fémeas trés, sendo que estes
possuem duracdo similar, em média 8 dias cada instar, a 25+1°C, 70+10 de UR e em
escotofase total (CORREA et al., 2011; COSTA et al., 2016; FRANCIS; KAIRO; RODA,
2012). As fémeas vivem em torno de 30 dias e podem colocar em média 220 ovos durante seu
ciclo de vida (SANTA-CECILIA et al., 2007).

Surtos das cochonilhas do género Planococcus em cafeeiro sdo os mais relevantes por
serem imprevisiveis, causando o secamento das rosetas e queda dos frutos (SANTA-
CECILIA; SOUZA, 2014). Seu ataque ocorre em reboleiras, sendo que as ninfas podem se
dispersar para plantas vizinhas através do vento ou de formigas que se alimentam da secregao
acucarada (honeydew) excretada por elas (FORNAZIER et al., 2000; SANTA-CECILIA et
al.,, 2007; VENNETE; DAVIS, 2004). Esses insetos agridem diversos sistemas, podendo
atacar plantas silvestres ou cultivadas, tanto em campo como em cultivos protegidos (CLAPS;
TERAN, 2001; SANTA-CECILIA; SOUZA, 2005). Ha ocorréncia de danos significativos em
plantas extremamente infestadas com esses insetos, ocasionando queda de até 100% de flores
e frutos e/ou seca das rosetas (FORNAZIER; SANTA-CECILIA; MARTINS, 2009; SANTA-
CECILIA; SOUZA, 2014).
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No Brasil, essa cochonilha possui diversos hospedeiros, estando registrada para o
cafeeiro (Rubiaceae), cacaueiro (Malvaceae), abacateiro (Lauraceae), bananeira (Musaceae),
algodoeiro (Malvaceae), aboboreira (Cucurbitaceae), dentre outros (CULIK et al., 2011;
WILLIAMS; GRANARA DE WILLINK, 1992). Apesar de polifago, esse pseudococcideo
pode apresentar preferéncia por determinado hospedeiro, como foi visto no trabalho de Santa-
Cecilia et al. (2018), em que esses insetos demonstraram maior preferéncia e atratividade por
cafeeiro quando contrastado com outro odor.

O controle desse artropode-praga pode ser realizado com produtos fitossanitarios, e
também com utilizacdo de inimigos naturais que tem sido bastante promissora por ser menos
agressivas ao meio ambiente e a sallde humana. Em algumas regides, onde foram encontradas
cochonilhas-brancas em Minas Gerais e no Espirito Santo, foram identificados larvas e
adultos de coccinelideos (Coleoptera: Coccinellidae) de varios géneros, larvas de crisopideos
(Neuroptera: Chrysopidae) e microhimenopteros da familia Encyrtidae (SANTA-CECILIA et
al., 2007).

1.5 Acaro-vermelho-do-cafeeiro (O. ilicis)

Outro artrépode praga de grande importancia para o cafeeiro sdo os acaros, destacando-
se 0 &caro-vermelho-do-cafeeiro O. ilicis (AMARAL, 1951; FRANCO et al., 2009), que foi
relatado como a segunda praga de maior importancia para o café Conillon no Estado do
Espirito Santo (REIS et al., 2004). Tanto a forma jovem quanto a adulta do acaro perfuram as
células na parte superior das folhas e absorvem seu contetdo celular, fazendo com que estas
percam o brilho natural e tornem-se bronzeadas (DE MORAES; FLECHTMANN, 2008;
FRANCO et al., 2010; REIS, 2005), reduzindo assim sua taxa fotossintética (POLANCZYK
etal., 2011; REIS, 2005).

Um dos fatores ambientais mais importantes na populacdo desses artropodes € a
temperatura (SILVA, 2002), sendo que ocorrem em maior quantidade nos periodos secos
levando ao retardo da producdo do cafeeiro (FRANCO et al., 2008; REIS et al., 2004). Ha
relatos em que a oscilagio na temperatura pode tanto atrasar quanto adiantar o
desenvolvimento dessa espécie (CALZA; SAUER, 1952).

O acaro-vermelho-do-cafeeiro apresenta ovos com coloragdo vermelho escura e formato
arredondado. As larvas possuem cor rosea e sao hexapodes (3 pares de pernas). Ja 0 estagio
de ninfa apresenta quatro pares de pernas (octdépodes), assim como os adultos. Os machos

possuem tamanhos menores, pernas mais longas e sdo mais afinalados que as fémeas, que
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possuem formato ovalado (MINEIRO; MORAES, 2001; REIS; ZACARIAS, 2007). Outro
aspecto importante, é que esses tetraniquideos produzem teia, onde ficam grudados fezes,
detritos e o resto de suas exdvias, dando fisionomia de sujeira (REIS; ZACARIAS, 2007),
apesar disso, essas teias sdo de grande importancia para a espécie, pois tem funcao de protege-
los contra o ataque de predadores (McMURTRY'; HUFFAKER; VAN DE VRIE, 1970).

Estudos da biologia de O. ilicis relatam que o periodo larval destes é em média 1,6 dias,
ja as ninfas, tanto as protoninfas (primeiro instar) como as deutoninfas (segundo instar)
possuem duracdo média de 1,2 dias cada (REIS; ALVES; SOUZA, 1997). O ciclo total de
ovo a fémea é totalizado em 11,6 dias e para os machos 11,8 dias, sendo a longevidade de 24
e 23 dias, respectivamente (CALZA; SAUER, 1952).

Para o controle dessa praga, o método ainda mais usado € por meio de produtos
fitossanitarios. Porém, devido a localizacdo desse artropode na superficie foliar, chuvas
intensas e constantes podem auxiliar no controle fisico, reduzindo pequena parte da sua
populagéo (REIS; SOUZA; VENZON, 2002; REIS; ZACARIAS, 2007). Quanto ao controle
biolégico, ja é comercializado e descrito a eficiéncia de diversas espécies de acaros
predadores da familia Phytoseiidae no controle dessa praga (PALLINI FILHO; DE
MORAES; BUENO, 1992).

1.6 O predador C. montrouzieri

Os Coccinelideos (Coleoptera: Coccinellidae) sdo considerados um dos principais
agentes de controle bioldgico de pragas (PARRA et al., 2002). Dentre eles, a joaninha C.
montrouzieri, conhecida também como joaninha “superpredadora” e “destruidora” de
cochonilhas, é uma das mais importantes, sendo um dos primeiros coccinelideos utilizados no
controle bioldgico, principalmente para o controle de cochonilhas-farinhentas (MANI;
KRISHNAMOORTHY, 2008).

Devido ao fato de ser considerado o predador mais voraz, eficaz e especializado em
cochonilhas, esse coledptero de origem australiana foi introduzido em todo o mundo para o
controle dessa praga (FISHER, 1963; KAIRO et al., 2013; REDDY et al., 2009; SANCHES
et al., 2002), sendo criado em massa e comercializado em mais de 40 paises (ROY; MIGEON,
2010). Apesar dessa joaninha ser usada principalmente para controle das cochonilhas, estudos
tem relatado que ela também se alimenta de outros Hemiptera, como pulgdes (Hemiptera:
Aphididae) e moscas-brancas (Hemiptera: Aleyrodidae) (MALAIS; RAVENSBERG, 2002;
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SANCHES; CARVALHO, 2010), porém ndo se sabe ao certo sobre seu potencial de
desenvolvimento e de reproducdo quando alimentadas com essas presas alternativas.

Os ovos da C. montrouzieri possuem coloracdo amarela brilhante e sdo depositados na
massa cotonosa produzida pela cochonilha, como estratégia para enganar a presa e como
cuidado para maior disponibilidade de alimento para sua prole (MERLIN et al., 1996). As
larvas sdo brancas, cobertas de secregdes cerosas semelhante as das cochonilhas, constituindo
outra estratégia do predador mimetizar a presa e assim confundi-la. Essa fase € composta por
quatro estadios larvais, com duracdo média de 15,5 dias. J& os adultos possuem o corpo com
coloragdo marrom-escura e cabeca alaranjada (SANCHES et al., 2001).

Esses predadores sdo vorazes tanto na fase larval quanto adulta. Os machos sdo capazes
de predar 37,5 cochonilhas por dia, e as fémeas 33 cochonilhas (AL KHATEEB; RAIE,
2001), apresentando capacidade de gerar de 400 a 500 ovos durante seu ciclo de vida
(SANCHES et al., 2001). Em cultivos de café na india, o controle de cochonilhas
Planococcus spp. € realizado por meio de liberagGes de C. montrouzieri, que sdo em torno de
10 a 15 mil adultos por hectare (REDDY; SEETHARAMA, 1997). Parte desse potencial é
devido a sua habilidade de percepcdo da presa, visto que eles utilizam a visdo e o olfato no
processo de busca de alimento (HEIDARI; COPLAND, 1992).
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RESUMO

A infestagdo de plantas por herbivoros pode conferir vantagens a uma das espécies,
propiciando a herbivoria multipla, com implicacdes para as interacOes tritroficas. Porém,
pouco se sabe sobre os efeitos da herbivoria multipla envolvendo herbivoros com modos de
alimentacdo distintos. Assim, o objetivo do trabalho foi investigar duas questbes: (i) se a
infestacdo pelo &caro Oligonychus ilicis (McGregor) (Acari: Tetranychidae) facilita a
colonizacdo da cochonilha-branca Planococcus minor (Maskell) (Hemiptera: Pseudococcidae)
em plantas de cafeeiro (Coffea arabica L.); (ii) se a herbivoria pelo acaro e a cochonilha altera
a atratividade dos volateis de cafeeiro para o inimigo natural da cochonilha, a joaninha
Cryptolaemus montrouzieri Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae). Foram conduzidos ensaios
de preferéncia hospedeira e desempenho de P. minor, testando-se planta infestada pelo acaro e
ndo infestada. Para preferéncia olfativa, joaninhas foram submetidas a volateis de plantas de
cafeeiro ndo infestadas e infestadas por uma ou duas das espécies de herbivoro. Observou-se
que P. minor teve preferéncia e melhor desenvolvimento em plantas infestadas por &caros.
Nos ensaios de olfatometria, a joaninha foi atraida pelos volateis das plantas infestadas
somente pela P. minor. J& a herbivoria multipla emitiu odores repelentes a joaninha. Os
resultados de preferéncia indicaram que a cochonilha é favorecida pelos efeitos da prépria
planta (bottom-up) e pela repeléncia da planta sob herbivoria multipla ao seu predador (top-
down). Esse é o primeiro relato que a escolha hospedeira de um herbivoro por uma planta
previamente infestada reduz sua vulnerabilidade ao inimigo natural por meio da emisséo de
volateis repelentes.

Palavras-chave: Coffea arabica. Defesas de plantas induzidas. Herbivoria maltipla. Natural
enemy-free space.
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2.1-  Introducéo

As plantas, ao serem atacadas por herbivoros artropodes, sintetizam novas defesas que
atuam de maneira direta, tornando-as menos atrativas, menos palataveis, ou até mesmo
toxicas, (AGRAWAL; KARBAN, 1999; ALMEIDA-CORTEZ, 2005; CINGOLANI et al.,
2005; MACDONALD; BACH, 2005), ou indireta por meio da emissdo de compostos volateis
organicos que recrutam os inimigos naturais dos herbivoros, denominados de herbivore-
induced plant volatiles (HIPVs) (DICKE; BALDWIN, 2010; DICKE et al., 1990; MOAYERI
et al., 2007; TURLINGS; TUMLINSON; LEWIS, 1990; WAR et al., 2011). Essas mudancas
no perfil quimico da planta induzida pela herbivoria podem também afetar o comportamento
de selecdo hospedeira por outras espécies de herbivoros. Por exemplo, a herbivoria de
algumas espécies de artrépodes podem tornar as plantas mais suscetiveis ou resistentes a
colonizagdo e estabelecimento de uma segunda espécie (PALLINI; JANSSEN; SABELIS,
1997; SILVA et al., 2013, 2014).

O compartilhamento de uma planta hospedeira por mais de uma espécie de artropode
(herbivoria multipla) é um cenario comum em ambientes naturais (PUTMAN, 1994) e confere
vantagens a, pelo menos, uma das espécies (SARMENTO et al., 2011). A maioria dos estudos
buscam compreender as interagfes tritr6ficas mediadas pelos volateis induzidos pela
herbivoria emitidos pela planta sob ataque de apenas uma espécie (DICKE; VAN LOON;
SOLER, 2009; MALLINGER; HOGG; GRATTON, 2011; MUMM; DICKE, 2010;
POELMAN; VAN LOON; DICKE, 2008; ZHANG et al., 2009, 2013) e, mais recentemente,
informacdes sobre o efeito da herbivoria multipla na inducdo de defesas de plantas foram
publicadas, mas ainda € insuficiente para o entendimento de um padrdo de resposta induzida
da planta frente a herbivoria multipla (PAREJA; PINTO-ZEVALLOS, 2016).

Uma das predicdes classicas refere-se a herbivoria de espécies com modos de
alimentacdo distintos, como mastigadores e sugadores de floema, que induzem a rota do acido
jasmonico (AJ) e do acido salicilico (AS), respectivamente (DICKE; VAN LOON; SOLER,
2009; KEMPEMA et al., 2007; KESSLER; BALDWIN, 2002; PINTO-ZEVALLOS et al,
2013; MORAN; THOMPSON, 2001; ZARATE; KEMPEMA; WALLING, 2007). Devido a
interacdo antagonista entre as rotas do AJ e AS (negative cross-talk) (KOORNNEEF et al.,
2008; NIKI et al., 1998; THALER, 1999; THALER; HUMPHREY; WHITEMAN, 2012;
ZHANG et al., 2013), ¢é esperado que a herbivoria maltipla por uma espécie mastigadora e
outra sugadora de floema promova a supressdo das defesas da planta quando comparado a
herbivoria simples, como comprovado em alguns estudos (RODRIGUEZ-SAONA; CRAFTS-
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BRANDNER; CANAS, 2003; SCHWARTZBERG; BOROCZKY; TUMLINSON, 2011;
ZHANG et al., 2013). Entretanto, a literatura mostra resultados conflitantes com esse padréo
da herbivoria mdaltipla por sugadores e mastigadores, indicando que outros fitohorménios e
um conjunto particular de genes devem estar envolvidos na resposta induzida por uma espécie
de herbivoro (CLAVIJO MCCORMICK, 2016; PONZIO et al., 2014).

Os é&caros fitofagos sdo também sugadores, mas, diferentemente dos pulgdes
(Hemiptera: Aphididae), moscas-brancas (Hemiptera: Aleyrodidae) e cochonilhas
(Hemiptera: Pseudococcidae) que sugam seiva, eles se alimentam do contetdo das células
parenquimaticas e induzem nas plantas defesas moduladas tanto pelo AJ quanto pelo AS
(KANT et al., 2004; MATSUSHIMA et al., 2006). Algumas espécies de acaros fitéfagos da
Familia Tetranychidae (Acari) sdo capazes de manipular as defesas das plantas suprimindo a
expressao de genes modulados pelo AJ ou AS sem, no entanto, promover um cross-talk
negativo entre as duas rotas como é a estratégia manipulativa dos sugadores de floema
(ALBA et al., 2015; GLAS et al., 2014; VILLARROEL et al., 2016; ZHANG et al., 2011).

Pouca atencdo foi dada a herbivoria multipla envolvendo acaros (sugadores de conteddo
celular) e sugadores da seiva do floema na inducédo de defesas de plantas. Apenas dois estudos
foram conduzidos e mostraram resultados diferentes. No primeiro estudo, Moayeri et al.
(2007) verificaram que a infestagdo por pulgdes Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera:
Aphididae) e &caro-rajado Tetranychus urticae (Koch) (Acari: Tetranychidae) em pimentao
induziu uma mistura de HIPVs distinta das plantas sob infestacdo simples, promovendo uma
maior atracdo de predadores mirideos Macrolophus caliginosus (Wagner) (Hemiptera:
Miridae). J& no trabalho de Zhang et al. (2009), a herbivoria por moscas-brancas Bemisia
tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) e acaro-rajado T. urticae em plantas de feijao
lima reduziu a emissdo de alguns compostos na mistura de HIPVs que se tornou menos
atrativa para o acaro predador Phytoseiulus persimilis (Athias-Henriot) (Acari: Phytoseiidae)
em relacédo as plantas infestadas somente pelo acaro praga.

Em funcdo da caréncia de estudos sobre a herbivoria multipla, em particular da co-
ocorréncia de sugadores de conteddo celular e de floema na planta hospedeira, o presente
trabalho investigou duas importantes questdes sobre a herbivoria multipla em plantas de café
Coffea arabica L. (Rubiaceae): (i) a infestacdo pelo acaro-vermelho-do-cafeeiro Oligonychus
ilicis (McGregor) (Acari: Tetranychidae) facilita a colonizacdo e estabelecimento da
cochonilha-branca Planococcus minor (Maskell) (Hemiptera: Pseudococcidae)?; e (ii) a
herbivoria pelo acaro e a cochonilha altera a atratividade dos volateis de plantas de cafeeiro

para o inimigo natural da cochonilha, a joaninha Cryptolaemus montrouzieri Mulsant
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(Coleoptera: Coccinellidae), em relagdo a herbivoria simples? As questdes foram estudadas
conduzindo experimentos de escolha hospedeira e desempenho da cochonilha-branca frente a
plantas ndo infestadas e infestadas pelo acaro, e a resposta olfativa da joaninha em ensaios de
olfatometria. Como resultados desses experimentos, esperava-se que a herbivoria pelo acaro
aumentasse a suscetibilidade para a infestacdo da cochonilha; e a herbivoria multipla pelo
acaro e cochonilha reduzisse a atratividade dos HIPVs para a joaninha em relacéo a herbivoria
somente pela cochonilha.

Além da importancia ecoldgica da herbivoria multipla sobre as interagdes tritroficas, o
sistema de estudo tem relevancia econémica ja que o café é uma das commodities de maior
importancia mundial. Os dois herbivoros selecionados para o estudo constituem pragas que
limitam a producédo cafeeira no Brasil, lider mundial em exportacdo de café. Apesar de ser
uma cultura de destaque mundial, pouco se sabe sobre as interaces envolvendo o café, suas
pragas e inimigos naturais, de forma que as informacgdes fornecidas por este estudo iréo
permitir um entendimento inicial, que dard suporte para futuros estudos direcionados ao

desenvolvimento de estratégias para 0 manejo de pragas.

2.2- Material e métodos

Plantio e cultivo de C. arabica

O plantio das sementes de C. arabica cv. Mundo Novo 379/19 foi realizado em dois
lotes, sendo o primeiro semeado em agosto/2017 e o segundo em dezembro/2017. Em cada
lote foram plantadas 400 sementes ap6s a remocdo manual dos endocarpos para 0
aceleramento na germinacdo e emergéncia das plantulas de café (COELHO, 2014). As
sementes também foram tratadas com fungicida (Maxim XL, Syngenta, Sdo Paulo, SP,
Brasil), na concentragdo de 1mL/kg de semente, 24h antes do plantio.

Foram colocadas duas sementes em cada saquinho de polietileno perfurado (20 cm x 25
cm) contendo solo, substrato (Tropstrato HA, Vida Verde, Mogi Mirim, SP, Brasil) e areia, na
proporcdo 2:1:1, respectivamente, que foram mantidos em casa de vegetacdo sob oscilacfes
naturais de temperatura e luz (Lavras, MG, Brasil).

ApoOs a emergéncia das pléantulas, foi realizado o desbaste, deixando apenas uma
plantula por saquinho. Ao atingirem o estadio cotiledonar (“orelha de onga”), as plantulas
foram adubadas semanalmente e irrigadas diariamente. Em todos os bioensaios, foram

utilizadas plantulas de café entre seis a nove meses ou 5-6 pares de folhas.
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Criacéo de O. ilicis

Foram coletados individuos de O. ilicis em cafeeiros (C. arabica cv. Novo Mundo) sem
tratamento com produtos fitossanitarios em Lavras, MG, Brasil. A criacdo foi mantida no
laboratorio de Acarologia da EPAMIG Sul/EcoCentro (Lavras, MG, Brasil) sob condicdes
controladas (25°C + 2°C; 70 = 10% de UR; 14 horas de fotofase).

Os éacaros foram mantidos em discos foliares de café (C. arabica) e dispostos sobre
uma espuma (1 cm de altura) umedecida com agua destilada cobrindo todo o fundo da placa
de Petri (20 cm de didmetro). Ao redor da folha e em contato com a esponja umedecida,
foram colocados algoddo hidréfilo de aproximadamente 2 cm de largura, servindo de fonte de

agua e barreira fisica para evitar o escape dos acaros (REIS; ALVES; SOUSA,1997).

Criacéo de P. minor

A criacdo de cochonilha-branca (P. minor) foi iniciada com coldnias coletadas em
plantas de cacau (Theobroma cacao L.) em Lavras, MG, Brasil. Apdés a confirmacdo da
identidade da espécie (Dr. Ernesto Prado Cordero), os insetos foram mantidos e criados em
frutos de abdboras (Cucurbita maxima L. cv. Cabotcha), previamente higienizadas com
hipoclorito de s6dio, em gaiolas cobertas com tecido de cor preta (SANTA-CECILIA et al.,
2007, 2009). Periodicamente, foram adicionadas novas aboboras a criacdo para colonizacdo e
descarte das abdboras antigas (SANTA-CECILIA; PRADO; OLIVEIRA, 2013). A criagéo foi
mantida em sala sob condigdes controladas (25 + 2°C; 70 £ 10% de UR; e em escotofase
total).

Criacéo do predador C. montrouzieri

A criacdo da joaninha C. montrouzieri foi iniciada a partir de individuos de uma
criacdo ja estabelecida no Laboratorio de Controle Bioldgico de Pragas da EPAMIG
Sul/EcoCentro (Lavras, MG, Brasil). Os adultos da joaninha foram mantidos em gaiolas
plasticas cilindricas (20 cm de diametro e 20 cm de altura) revestidas interiormente com papel
branco que serviu como substrato para deposicdo de ovos. Para manter a umidade, uma

pequena por¢do de algoddo hidréfilo umedecido foi colocado no interior da gaiola. A cada
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dois dias, os insetos foram alimentados com uma massa cotonosa de ovos, ninfas e adultos de
cochonilhas P. minor provindos da criagdo em laboratorio.

Os adultos também realizaram a postura na massa de ovos das cochonilhas, sendo
estas removidas e colocados em novas placas para se desenvolver e atingir a fase adulta. Apds
a emergéncia dos adultos, eles foram colocados novamente em gaiolas, dando inicio a um
novo ciclo de desenvolvimento. A criacdo foi mantida em laboratério sob condi¢des
controladas (25 = 2°C; 70 + 10% de UR; 12 h de fotofase).

Tratamentos

Com base em testes prévios com diferentes niveis de infestacdo da muda de café com
0 acaro-vermelho-do-cafeeiro (25, 50, 75 e 100 fémeas), foi estabelecido que a infestacdo
com 75 fémeas de O. ilicis foi suficiente para ocasionar dano sem resultar na morte da planta.
Considerando que a razdo sexual de populacdes de O. ilicis é de 1 macho: 9 fémeas (REIS;
ALVES; SOUSA, 1997), infestou-se as plantas com 8 machos e 75 fémeas de O. ilicis, que
permaneceram por 15 dias antes dos experimentos de escolha hospedeira e desempenho da
cochonilha-branca (TABELA 1).

J& nos experimentos de olfatometria com a joaninha C. montrouzieri, o tratamento da
planta infestada pelo &caro foi obtido usando os mesmos nimeros de acaros fémeas e machos
descritos acima, porém, mantidos por 30 dias nas plantas antes dos ensaios, para compara-lo
ao efeito da herbivoria multipla. As plantas infestadas pela cochonilha receberam 10 fémeas
adultas contendo ovissaco e, apos 20 dias, quando estavam colonizadas por aproximadamente
100 ninfas de segundo e terceiro instar, foram usadas nos ensaios. Ja na infestacdo multipla
(planta infestada com cochonilha + acaro), as mudas foram primeiramente infestadas com o
acaro-vermelho-do-cafeeiro (75 fémeas e 8 machos) por 10 dias e, em seguida, com 10
cochonilhas adultas com ovissaco por mais 20 dias, totalizando um periodo de 30 dias de
infestacdo (TABELA 1). A sequéncia de infestagdo do tratamento de herbivoria multipla foi
escolhida devido a preferéncia da cochonilha-branca por plantas previamente infestadas pelo
acaro, como verificado neste estudo, mas nao na sequéncia inversa (Moreira, F.A., dados ndo
publicados).

Em todas as infestagdes, as plantas foram individualmente ensacadas com tecido voile
para evitar a fuga dos acaros e cochonilhas. As plantas do controle (planta ndo infestada)
também foram cobertas pelos sacos de voile para controlar um possivel efeito dessa cobertura

sobre a planta. As plantas de todos os tratamentos foram mantidas em casa de vegetacao
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durante o periodo de inducdo. Antes dos ensaios, 0s sacos de voile foram retirados e os acaros

e cochonilhas mantidos nas plantas durante os experimentos.

Tabela 1-Metodologia utilizada para a obtencdo dos tratamentos de plantas de café (Coffea arabica).

Experimentos

Tratamentos - -
Escolha hospedeirade Desempenho de P.  Resposta olfativa de C.
P. minor minor montrouzieri
Planta ndo infestada  auséncia de herbivoria ausencia ple auséncia de herbivoria
herbivoria
. A 75 fémeas e 8 A
Planta infestada pelo 75 fémeas e 8 machos .- . 15 fémeas e 8 machos de
] L e .~ machos de O. ilicis s .
acaro O. ilicis de O. ilicis por 15 dias . O. ilicis por 30 dias
por 15 dias
Planta infestada pela i ) 10 fémeas e P. minor com
cochonilha P. minor ovissaco por 20 dias
75 fémeas e 8 machos de
O. ilicis por 10 dias e 10
Planta infestacéo pela i ) fémeas de P. minor com
cochonilha + 4caro ovissaco por 20 dias,
totalizando 30 dias de
inducéo

- tratamentos ndo testados nos experimentos
Fonte: Do autor (2019).

Experimento de escolha hospedeira de P. minor

A escolha hospedeira de P. minor frente a plantas de cafeeiro intactas e infestadas pelo
acaro-vermelho-do-cafeeiro foi avaliada em um experimento conduzido em casa de vegetagédo
em fevereiro de 2018 (Lavras, MG, Brasil). A unidade experimental consistiu em uma arena
retangular plastica (24,5 cm x 15,0 cm) forrada internamente com papel de filtro e com duas
aberturas nas laterais opostas, onde os caules das plantas foram posicionados de modo que as
folhas ficaram no interior da arena (FIGURA 1A). Os caules foram envoltos por algodédo
umedecido com oOleo mineral para vedar as aberturas e evitar o escape dos acaros e

cochonilhas. Dessa forma, cada arena continha um par de plantas, sendo uma planta nédo
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infestada e a outra planta infestada pelo acaro (TABELA 1). O experimento de preferéncia
hospedeira foi iniciado com a liberacdo de 20 ninfas de terceiro instar de P. minor, privadas
de alimento por 1 hora, no centro de um disco de papel filtro (6 cm didmetro) ligando uma
planta a outra. Para evitar o escape dos acaros e cochonilhas, a arena foi fechada por uma
tampa que permitiu ventilagdo por ser revestida de tecido voile. As avaliagdes foram
realizadas 24, 48 e 72 h ap0s a liberacdo das ninfas, registrando-se o numero de cochonilhas
presentes em cada planta.

Foi adotado para esse experimento o delineamento de blocos casualizados (DBC), com
dois tratamentos (plantas infestadas pelo acaro e plantas ndo infestadas) e 10 repeti¢fes. Os
nameros de insetos em cada planta em intervalo de tempo foram analisados pelo teste de
normalidade de Shapiro-Wilk e, por apresentarem distribuicdo normal, a escolha entre os
tratamentos foram analisadas pelo Two-way ANOVA, considerando tempo como variavel
aleatoria e tratamento como fixa. As analises foram realizadas no Minitab versdo 14 (Minitab
Inc., State College, PA, USA).

Experimento de desempenho de P. minor

O desempenho de cochonilhas P. minor alimentadas em plantas ndo infestada e
infestada pelo &caro foi avaliado em casa de vegetacdo entre marco e abril de 2018 (Lavras,
MG, Brasil). Apds os 15 dias de infestacdo pelo acaro, foram colocadas 50 ninfas de primeiro
instar da cochonilha em cada planta, que foi coberta por um saco de voile (FIGURA 1B). As
avaliacdes foram realizadas ap6s 15 dias da liberacdo das ninfas, quando foi contabilizado, em
cada planta, o nimero de ninfas de segundo e terceiro instar, de fémeas adultas e casulos dos
machos.

O delineamento usado nesse experimento foi o inteiramente casualizado (DIC), com
dois tratamentos (planta infestada pelo acaro e planta ndo infestada — TABELA 1) e 10
repeticbes. Os dados foram analisados pelos modelos lineares generalizados (GLM) com
distribuicdo Poisson. As analises foram realizadas usando o pacote estatistico RStudio

(University of Auckland, Auckland, Nova Zelandia).

Experimento de resposta olfativa de C. montrouzieri

A resposta olfativa de adultos da joaninha C. montrouzieri aos volateis de plantas de

café foi avaliada em olfatometro em ‘Y’ de vidro (15 cm de cada brago e 4 cm de diametro).
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Os ensaios foram realizados no periodo de julho a outubro de 2018 no laboratorio sob
condigdes controladas (25 = 2°C e 60 £ 10% de UR) entre 8:00 e 18:00 h, j& que as joaninhas
sdo ativas no periodo diurno (RAFAEL et al., 2012). O olfatdmetro foi colocado dentro de
uma caixa para evitar a influéncia de pistas visuais do ambiente, e posicionado verticalmente
a superficie da bancada (FIGURA 1C), pois 0s insetos iniciam o caminhamento mais
rapidamente, devido ao comportamento de geotropismo negativo (CHAPMAN, 1998).

Para realizacdo dos bioensaios, as plantas de café foram ensacadas, individualmente,
com sacos de poliéster (41 cm x 33 cm) com aberturas para entrada de mangueiras de silicone
que conectaram os tratamentos as extremidades dos bracos laterais do olfatbmetro. Uma
bomba compressora de ar introduziu o ar do ambiente no sistema, que era filtrado e
umidificado pela passagem em um filtro de carvdo ativado e umidificador e, em seguida,
conduzido as plantas ensacadas (tratamentos) e bracos laterais do olfatbmetro. O fluxo de ar
no sistema, estabelecido em ensaios preliminares com C. montrouzieri, foi calibrado em 4,5
L/min por meio de um fluxémetro. Além disso, os sacos dos tratamentos foram cobertos com
papel branco para evitar possiveis estimulos visuais das plantas para as joaninhas.

No dia anterior aos experimentos, as joaninhas foram individualizadas em tubos de
ensaios e privadas de alimento por 24 h. Em cada bioensaio, foram utilizados 5 pares de
planta e 58 adultos de joaninhas (10 a 12 individuos/par de plantas) na proporcdo de 10
fémeas: 1 macho de C. montrouzieri, de acordo com a razdo sexual da criacdo em laboratorio.
Cada repeticdo consistiu na resposta de uma fémea ou macho adulto de C. montrouzieri, que
foi inserido no brago central do olfatbmetro e observado por 5 min, no maximo. A escolha do
inseto foi registrada quando este ultrapassou uma linha localizada no tergo distal de um dos
bragos laterais do olfatdmetro. Quando o inseto ndo escolheu um dos bragos por 5 min, a
repeticao foi considerada como ‘ndo resposta’.

Apds cada teste, o inseto foi descartado e as posi¢des dos tratamentos foram invertidas
no olfatdbmetro para detectar tendéncias de lado na escolha. Ap6s 12 repeticdes, o olfatbmetro
foi lavado com detergente neutro e enxaguado com agua, acetato de etila (Acetato de Etila
P.A. ACS., Vetec Quimica Fina Ltda., Duque de Caxias, RJ, Brasil) e alcool 70% (Start, Lima
& Pergher, Sdo Paulo, SP, Brasil) e, por fim, seco em estufa a 100°C.

No sistema de olfatometria, as joaninhas foram expostas aos volateis emitidos pelas
proprias plantas, nas combinagdes: (i) planta ndo infestada vs. planta infestada pela
cochonilha ; (ii) planta ndo infestada vs. planta infestada pelo acaro; (iii) planta ndo infestada
vs. planta infestada pela cochonilha + acaro; (iv) planta infestada pela cochonilha vs. planta

infestada pelo acaro; (v) planta infestada pela cochonilha vs. planta infestada pela cochonilha
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+ acaro; (vi) planta infestada pelo &caro vs. planta infestada pela cochonilha + &caro. Além
desses ensaios, para avaliar a repeléncia ou a ndo preferéncia da joaninha por determinados
tratamentos, os odores das plantas foram contrastados com o ar limpo, que consistiu na
passagem de ar por um saco de etileno vazio. As combinacdes foram: (vii) planta ndo
infestada vs. ar limpo; (viii) planta infestada pelo &caro vs. ar limpo; (ix) planta infestada pela
cochonilha + &caro vs. ar limpo.

Os dados de escolha olfativa no olfatdmetro, desconsiderando os ‘nao resposta’, foram
analisados pelo teste binomial considerando a distribuicdo de 50% para cada tratamento. As
andlises foram realizadas usando o pacote estatistico RStudio (University of Auckland,
Auckland, Nova Zelandia).

2.3- Resultados

Escolha hospedeira e desempenho de P. minor

Em testes de dupla escolha, as ninfas de cochonilha P. minor preferiram plantas de café
infestadas com O. ilicis a plantas ndo infestadas (efeito tratamento F147= 158,11; P < 0,001),
independente do intervalo de tempo (efeito tempo F247 = 0,62; P = 0,541) (FIGURA 2).

No desempenho da cochonilha, observou-se que a planta infestada com O. ilicis
interfere consideravelmente no desenvolvimento das cochonilhas P. minor. N&o foram
encontradas ninfas de 1° instar da cochonilha em nenhum dos tratamentos. Ninfas de segundo
instar ndo foram afetadas, ja que ndo houve diferenca no nimero encontrado em plantas de
café ndo infestadas e infestadas com O. ilicis (FIGURA 3, GLM, P = 1,000). Ja em relacdo ao
terceiro instar, foram encontradas, em media, um nimero duas vezes maior de cochonilhas em
plantas infestadas com O. ilicis do que em plantas ndo infestadas (FIGURA 3, GLM, P <
0,001). De modo similar, na fase adulta da P. minor, tanto fémeas quanto machos (estimados
com base no nimero de casulos) foram encontrados em numeros significativamente maiores
em plantas infestadas com O. ilicis do que plantas ndo infestadas. (FIGURA 3, fémeas: GLM,
P < 0,001; casulo do macho: GLM, P < 0,01), com destaque para 0 numero médio de fémeas,

que foi cerca de 2,5 vezes maior em plantas infestadas com O. ilicis.
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Resposta olfativa de C. montrouzieri

O predador C. montrouzieri foi atraido pelos volateis da planta de café infestada
somente com sua presa, a cochonilha (FIGURA 4, teste binomial, P < 0,001), mas nao pelos
voléteis da planta infestada pela ndo presa, o &caro, frente aos odores da planta ndo infestada
(FIGURA 4, teste binomial, P > 0,05). De modo inesperado, no ensaio de planta infestada
pelo &caro vs. planta ndo infestada, houve uma alta propor¢do (~70%) de joaninhas que néao
escolheu nenhum dos tratamentos. A herbivoria multipla (cochonilha + acaro), por sua vez,
emitiu odores menos preferidos pela joaninha do que aqueles emitidos pela planta nao
infestada (FIGURA 4, teste binomial, P < 0,001).

Ao serem expostas aos volateis de planta de cafeeiro infestada pelo &caro vs. planta de
cafeeiro infestado pela cochonilha, as joaninhas preferiram as plantas infestadas pelas
cochonilhas (FIGURA 4, teste binomial, P < 0,001). De forma similar, as joaninhas também
preferiram os volateis da planta infestada pela cochonilha nos testes de planta de cafeeiro
infestada pela cochonilha vs. planta com infestacdo multipla (cochonilha + &caro) (FIGURA
4, teste binomial, P < 0,001).

No teste de planta de cafeeiro infestada pelo acaro vs. planta de cafeeiro com infestagdo
maltipla (cochonilha + &caro), ndo houve diferenga significativa na escolha entre os
tratamentos e houve um alto nimero de ndo resposta (~80%) (FIGURA 4, teste binomial, P >
0,05). O mesmo ocorreu nos testes em que ar limpo foi confrontado com planta nédo infestada
e planta com infestacdo mudltipla (cochonilha + &caro), nos quais as joaninhas ndo
discriminaram os odores dos tratamentos e cerca de 45% e 91%, respectivamente, nédo
responderam nos ensaios (FIGURA 4, teste binomial, P > 0,05). J& os odores de plantas com
infestacdo mdltipla (cochonilha + &caro) foram menos preferidos por C. montrouzieri em
relacdo ao ar limpo (FIGURA 4, teste binomial, P < 0,001).

2.4- Discussao

Apesar da importancia ecoldgica e aplicada, pouco se sabe a respeito dos efeitos da
herbivoria multipla sobre o terceiro nivel trofico (DICKE; VAN LOON; SOLER, 2009;
PAREJA; PINTO-ZEVALLOS, 2016). Muitos estudos ndo consideraram a relevancia
ecoldgica da interacdo entre os dois herbivoros, ou seja, se a colonizagdo por um dos
herbivoros facilita ou ndo a colonizacdo e estabelecimento da segunda espécie, visto que as

plantas sob herbivoria multipla respondem de maneira diferente quando comparado com o
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atagque somente de uma das espécies de herbivoros (RODRIGUEZ-SAONA et al., 2010;
SCHWARTZBERG; BOROCZKY; TUMLINSON, 2011; ZHANG et al., 2013). Neste
trabalho, essa foi a primeira questdo investigada e os resultados indicaram que a co-infestacéo
de plantas de café pelo acaro-vermelho-do-cafeeiro e a cochonilha-branca é provavel e tem
relevancia ecoldgica, pois ninfas de 3° instar da cochonilha-branca apresentaram forte
preferéncia por plantas infestadas com O. ilicis frente a plantas ndo infestadas. Essa
preferéncia do herbivoro deve estar associada a melhor qualidade da planta hospedeira, pois a
cochonilha teve um desempenho melhor como previsto pela teoria do forrageamento 6timo
(STEPHENS:; JOHN, 1986).

E plausivel que plantas de café infestadas pelo 4caro tenham suas defesas suprimidas
devido a mecanismos de manipulacdo de defesas pelo herbivoro, especialmente por se tratar
de uma espécie de Tetranychidae fitofago especialista em café, pelo menos no Brasil, onde é
frequentemente reportado em café, mas raramente em outras plantas (FLECHTMANN, 1967,
1983; MORRIS, 2003; ROTA; BIRAGHI, 1987). A literatura mostra que 0 mecanismo de
supressdo das defesas pelos acaros se deve a regulacdo da expressdo de genes que Sao
induzidos pelo AJ e AS, e ndo aos niveis desses fitohorménios (GLAS et al., 2014;
LEITNER; BOLAND; MITHOFER, 2005; MOAYERI et al., 2007; SHIMODA et al., 2002;
VILLARROEL et al., 2016; ZHANG et al., 2009). Os poucos estudos que abordam a
interacdo das cochonilhas da Familia Pseudococcidae e suas plantas hospedeiras mostram
gue, assim como os acaros, elas manipulam as defesas das plantas, porém por um mecanismo
diferente que se deve ao aumento do AS e a interacdo antagonista dessa rota com a do AJ
(ZHANG et al., 2011, 2015). Desse modo, os dados deste estudo, juntamente com a literatura,
sugerem que a cochonilha-branca pode se beneficiar de uma manipulagdo induzida pela
herbivoria de O. ilicis para se alimentar da planta hospedeira.

Por outro lado, os resultados de Teodoro; Tscharntke; Klein (2009) ndo fornecem
suporte a hipétese de manipulacdo das defesas da planta de café por O. ilicis. Os autores
constataram que a herbivoria pelo acaro-vermelho-do-cafeeiro induziu a resisténcia de plantas
de café (C. arabica var. Caturra) a infestacdo do bicho-mineiro-do-cafeeiro e co-especificos,
mas esses resultados ndo foram congruentes com as observagdes em campo, onde as
infestacOes pelas duas espécies ocorreram frequentemente. A despeito desses resultados, €
possivel que a capacidade de manipulacéo das defesas de plantas varie entre populacdes de O.
ilicis, como ocorre em T. urticae (MOAYERI et al., 2007; ZHANG et al., 2009), ou da

resposta induzida entre variedades de cafe.
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Independente de uma possivel manipulacdo de defesas pela infestacdo da cochonilha-
branca, como mencionado anteriormente, a joaninha C. montrouzieri foi atraida pelos volateis
das plantas de café infestadas pela cochonilha-branca, sua presa. Esse resultado era esperado,
ja que C. montrouzieri € uma espécie predadora com uma marcante preferéncia por
cochonilhas como presa (KAIRO et al., 2013) e deve se orientar por volateis sintetizados por
rotas moduladas pelo AS, como € o caso de inimigos naturais da mosca-branca, um sugador
de floema que também induz o aumento de AS como mecanismo de manipulacdo das defesas
mediadas pelo AJ (ZHANG et al., 2013).

De modo congruente, a joaninha ndo foi atraida pelos volateis emitidos pela planta de
café infestada por O. ilicis, que ndo constitui uma presa. No entanto, uma alta propor¢édo de
insetos (70 e 90%) ndo escolheram nenhum dos tratamentos quando expostos aos volateis da
planta infestada pelo acaro vs. planta ndo infestada, ou vs. ar limpo. As joaninhas que fizeram
escolha nesses ensaios aparentemente ndo diferenciaram os odores da planta infestada por O.
ilicis frente aos da planta ndo infestada ou ar limpo. Porém, esses resultados sdo questionaveis
devido ao namero insuficiente de repeticdes (17 e 5 insetos, FIGURA 4), apesar do esforco
amostral de 58 insetos para cada ensaio. Esse comportamento de reducdo da movimentacao
do predador pode ser tanto decorrente de um efeito repelente dos volateis das plantas
infestadas pelo acaro, como da ndo atratividade dessa mistura de compostos, ja que ndo sdo
relevantes ecologicamente no forrageamento da joaninha.

Ja a exposicdo das joaninhas aos odores da planta infestada pela cochonilha
simultaneamente aos da planta infestada pelo acaro estimulou o caminhamento dos insetos no
olfatbmetro, que se direcionaram preferencialmente a planta infestada pela sua presa. Devido
ao aumento do AS e reducdo do AJ, a herbivoria pela cochonilha deve induzir uma
composicdo distinta de volateis daquela emitida por plantas induzidas pela herbivoria dos
acaros, que € regulada pelo aumento dos niveis de AJ e AS (GLAS et al., 2014; LEITNER,;
BOLAND; MITHOFER, 2005; VILLARROEL et al., 2016), resultando em diferentes
interacdes tritroficas.

A herbivoria do acaro e cochonilha na mesma planta hospedeira, por sua vez, induziram
a emissdo de volateis claramente repelentes para a joaninha, que preferiu odores da planta ndo
infestada ou mesmo o ar limpo. Interessante notar que as plantas sob herbivoria mdultipla
testadas na olfatometria estavam altamente infestadas por cochonilhas e a contagem do
namero de insetos revelou gque essas plantas continham cerca de quatro vezes mais presas do
gue plantas infestadas somente pela cochonilha (FIGURA 5). Esses resultados indicam que a

selecdo da cochonilha por plantas infestadas pelo acaro-vermelho-do-cafeeiro prové um
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espaco livre de inimigos naturais (natural enemy-free space), pois reduz a sua vulnerabilidade
para um importante inimigo natural, a joaninha C. montrouzieri (JEFFRIES; LAWTON,
1984). Além disso, os resultados déo suporte a hipotese de que o acaro-vermelho-do-cafeeiro
e a cochonilha suprimem as defesas da planta de modo distinto a resposta induzida da planta
sob herbivoria por uma das espécies, porém estudos futuros devem investigar melhor essa
questéo.

O efeito repelente da herbivoria multipla para a joaninha nao foi constatado somente no
ensaio em que se testou o tratamento da herbivoria multipla frente aos odores da planta
infestada por O. ilicis. Assim como mencionado anteriormente sobre a resposta da joaninha
aos volateis da planta infestada somente pelo acaro, grande parte dos insetos ndo escolheram
um dos tratamentos (aproximadamente 80%) nesse ensaio, aparentemente prevalecendo o
efeito dos volateis emitidos pela planta infestada por O. ilicis sobre o comportamento da
joaninha mesmo sob o estimulo dos volateis repelentes da planta infestada pela herbivoria
maltipla.

Assim, os resultados deste estudo sugerem que a preferéncia da cochonilha-branca por
plantas infestadas pelo &caro, beneficia tanto devido aos efeitos da propria planta hospedeira
(efeitos bottom-up) quanto pela resposta do terceiro nivel tréfico aos volateis da planta
(efeitos top-down). Este € o primeiro relato na literatura mostrando que a herbivoria maltipla
pode induzir uma mistura de volateis repelentes para o terceiro nivel tréfico, criando um
espaco livre de inimigos naturais. Além disso, este estudo apresenta uma relevancia aplicada,
ja que a infestacdo pelo &caro-vermelho-do-cafeeiro facilita a infestacdo pela cochonilha-
branca e provavelmente interfere negativamente no controle natural por meio do recrutamento
de um inimigo natural importante, a joaninha C. montrouzieri. Futuros estudos poderdo
revelar o perfil quimico dos volateis das plantas sob infestacdo simples e multipla afim de
investigar o papel de compostos isolados ou em mistura no comportamento da joaninha, bem
como possiveis mecanismos manipulativos promovidos pelos dois herbivoros nas rotas de

defesas moduladas por moléculas sinalizadoras, como o AJ e AS.
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FIGURAS

Figura 1- Experimentos realizados em plantas de cafeeiro ndo infestadas, infestadas com Oligonychus
ilicis e com infestacdo multipla com Planococcus minor e O. ilicis. Escolha hospedeira de P.
minor (A); Desempenho de P. minor (B); Olfatometria de Cryptolaemus montrouzieri (C).

Fonte: Do autor (2018).
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Figura 2- Teste de escolha hospedeira com ninfas de terceiro instar de cochonilha Planococcus minor
avaliado ap0s 24, 48 e 72 horas, em plantas de cafeeiro Coffea arabica infestadas e nédo
infestadas pelo acaro Oligonychus ilicis (n=10).
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Fonte: Do autor (2018).



Figura 3- Teste de desempenho da cochonilha Planococcus minor em plantas de cafeeiro Coffea
arabica infestadas e ndo infestadas pelo acaro Oligonychus ilicis (n=10).
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Figura 4- Teste de preferéncia olfativa da Cryptolaemus montrouzieri frente aos volateis da planta de
cafeeiro. As fontes de odor consistiram em: planta ndo infestada (PNI); planta infestada pela
cochonilha (PIC); planta infestada pelo &caro (PIA); planta infestada pela cochonilha + acaro
(PIM). A direita, os graficos de pizza representam a proporgdo de insetos “ndo resposta”
(sem escolha: branco) e insetos responsivos (escolha: preto).
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APENDICE

Figura 5- Numero médio de cochonilhas Planococcus minor encontradas em plantas de cafeeiro
infestadas somente pela cochonilha (PIC) e plantas de cafeeiro infestadas com cochonilha +
acaro (PIM) usadas nos testes de olfatometria para avaliar a resposta da joaninha
Cryptolaemus montrouzieri aos volateis das plantas de cafeeiro (n=5).
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