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RESUMO

As plantas desenvolveram uma variedade de mecanismos de defesa contra os herbivoros,
incluindo a produc¢éo de compostos quimicos que afetam diretamente os artropodes herbivoros
e 0 recrutamento indireto de inimigos naturais mediados pelos Volateis Induzidos pela
Herbivoria das Plantas (HIPVs). O cafeeiro Coffea arabica, uma das culturas mais importantes
no Brasil, sofre limitacdes de produtividade devido a incidéncia de pragas de importancia
econémica, como Leucoptera coffeella, com ocorréncia prevalente em climas tropicais. A
predagdo por inimigos naturais, como Chrysoperla externa, € comum em culturas de café, mas,
pouco se conhece sobre suas interac@es troficas nos agroecossistemas cafeeiros. Neste contexto,
0 objetivo foi avaliar a preferéncia de C. externa por volateis constitutivos e induzidos pela
herbivoria de L. coffeella em plantas de café. Foram realizados testes com chance de escolha
para avaliar a preferéncia das larvas por plantas infestadas ou ndo infestadas e a preferéncia
para oviposicdo pelos adultos desse crisopideo. Além disso, utilizando-se o olfatdmetro Y,
avaliou-se a preferéncia olfativa, tanto das larvas quanto dos adultos, aos volateis de plantas de
café infestadas e ndo infestadas por L. coffeella. As larvas de C. externa mostraram preferéncia
pelas plantas infestadas em relagdo aquelas ndo infestadas. No entanto, os adultos nédo
demonstraram uma preferéncia clara para oviposicao entre plantas infestadas e nao infestadas.
Nos ensaios de olfatometria, tanto larvas quanto os adultos mostraram preferéncia olfativa por
HIPVs comparados com diferentes combinacdes, incluindo plantas ndo infestadas e o ar limpo.
Os resultados indicam que a manipulacdo de HIPVs pode ser uma estratégia importante para
atrair inimigos naturais para os cultivos de café, contribuindo para o desenvolvimento de
diferentes estratégias de controle de pragas. Recomenda-se que futuras pesquisas explorem as
interacdes com herbivoria maltipla em café e seus efeitos na interacdo com os inimigos naturais,
visando potencializar o controle bioldgico.

Palavras-chave: controle bioldgico; crisopideos; agroecossistemas; volateis induzidos por
herbivoria das plantas.



ABSTRACT

Plants have developed a variety of defense mechanisms against herbivores, including the
production of chemical compounds that directly affect herbivorous arthropods and the indirect
recruitment of natural enemies mediated by Herbivore-Induced Plant VVolatiles (HIPVs). Coffee
plant Coffea arabica, one of the most important crops in Brazil, suffers from productivity
limitations due to the incidence of economically significant pests, such as Leucoptera coffeella,
which is prevalent in tropical climates. Predation by natural enemies, such as Chrysoperla
externa, is common in coffee crops, but little is known about their trophic interactions in coffee
agroecosystems. In this context, the objective was to evaluate the preference of C. externa for
constitutive and herbivory-induced volatiles from L. coffeella in coffee plants. Choice tests were
conducted to evaluate the preference of larvae for infested or non-infested plants and the
oviposition preference of adults of this chrysopid. Additionally, using a Y-tube olfactometer,
the olfactory preference of both larvae and adults to volatiles from L. coffeella infested and non-
infested coffee plants was evaluated. C. externa larvae showed a preference for infested plants
over non-infested ones. However, adults did not show a clear preference for oviposition
between infested and non-infested plants. In the olfactometry assays, both larvae and adults
showed an olfactory preference for HIPVs compared to different combinations, including non-
infested plants and clean air. The results indicate that the manipulation of HIPVs can be an
important strategy to attract natural enemies to coffee crops, contributing to the development
of different pest control strategies. Future research is recommended to explore interactions with
multiple herbivory in coffee and their effects on interactions with natural enemies, aiming to
enhance biological control.

Keywords: biological control; chrysopids; agroecosystems; herbivore-induced plant volatiles.



INDICADORES DE IMPACTO

O crisopideo Chrysoperla externa é um inseto predador quando na fase larval e pode se
alimentar de ampla diversidade de presas, muitas das quais atingem o status de praga. A
pesquisa sobre a preferéncia das larvas de C. externa por volateis constitutivos e induzidos pela
herbivoria por Leucoptera coffeella em plantas de café apresenta impactos sob diferentes
perspectivas. Do ponto de vista social, a pesquisa tem o potencial de melhorar a vida dos
agricultores ao oferecer uma abordagem sustentavel para 0 manejo da praga, reduzindo a
dependéncia de pesticidas quimicos e, consequentemente, promovendo a salde e a seguranca
alimentar. Tecnologicamente, a identificacdo dos compostos volateis que atraem tanto as larvas
quanto os adultos de C. externa pode levar ao desenvolvimento de compostos atrativos
sintéticos que poderdo ser utilizadas para manipular o comportamento desse predador,
aumentando a eficiéncia do controle bioldgico. Economicamente, a adogdo de estratégias de
Manejo Integrado de Pragas (MIP) baseadas nos resultados da pesquisa podem reduzir 0s custos
do controle da praga e aumentar a produtividade dos cultivos de café, beneficiando diretamente
os cafeicultores e, indiretamente, a economia local e nacional. Culturalmente, a valorizacgdo de
praticas agricolas sustentaveis e ecologicamente amigaveis podem fortalecer a imagem do café
brasileiro no mercado internacional, onde hd uma crescente demanda por produtos derivados
de cultivos com bases ecoldgicas. A pesquisa também pode incentivar a preservacdo da
biodiversidade local ao promover o uso de predadores naturais no controle de pragas,
alinhando-se aos objetivos de desenvolvimento sustentavel. Esses impactos beneficiam tanto
os agricultores quanto os consumidores finais, contribuindo para préaticas agricolas sustentaveis.

IMPACT INDICATORS

The lacewing Chrysoperla externa is a predatory insect when in the larval stage and can feed
on a wide range of prey, many of which reach pest status. The research on the preference of C.
externa larvae for constitutive and herbivore-induced plant volatiles (HIPVs) from Leucoptera
coffeella in coffee plants presents impacts from various perspectives. From a social standpoint,
this research has the potential to improve the lives of farmers by offering a sustainable approach
to pest management, reducing dependence on chemical pesticides, and consequently promoting
health and food safety. Technologically, identifying the volatiles that attract both larvae and
adults can lead to the development of synthetic attractants that can be used to manipulate the
behavior of these predators, thereby increasing the efficiency of biological control.
Economically, the adoption of Integrated Pest Management (IPM) strategies based on the
research findings can reduce pesticide costs and increase agricultural productivity, directly
benefiting coffee growers and indirectly supporting the local and national economy. Culturally,
the emphasis on sustainable and eco-friendly agricultural practices can enhance the global
image of Brazilian coffee, especially in markets with a growing demand for environmentally
responsible products. The research also promotes local biodiversity conservation by
encouraging the use of natural predators in pest control, aligning with sustainable development
goals. These impacts benefit both farmers and end consumers, contributing to sustainable
agricultural practices.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO GERAL

A cultura do café Coffea arabica, é explorada em mais de 60 paises e envolve cerca de
25 milhdes de produtores (Dantas et al., 2021) . Trata-se de uma das commodities agricolas
mais importantes do mundo (Krishnan et al., 2021). No territorio brasileiro, a producéo de café
tornou-se uma das atividades agricolas mais tradicionais (Santos et al., 2023). Sua
produtividade atende a demanda do mercado mundial (Peruzzolo; Cruz; Ronqui, 2019).

No Brasil, a producdo de café na safra 2022 - 2023 foi de 55 milhdes de sacas
beneficiadas. Dentre os estados produtores, destaca-se Minas Gerais, responsavel por uma
producdo de 29 milhdes de sacas, 0 que evidencia a importancia da cafeicultura nessa regido
(CONAB, 2024), consolidando-se como um dos principais pilares da industria cafeeira (Matos
et al., 2019). No entanto, existem fatores bioticos e abioticos que influenciam a produtividade
do café (Tomazella et al., 2018), os quais podem causar perdas econdémicas substanciais e
dificultar a seguranca alimentar em diferentes niveis sociais (Savary et al., 2019). Estima-se
que os artropodes-praga causam perdas diretas e indiretas da ordem de 7,7% da producéo
agricola brasileira, valorizadas em US$ 17,7 bilhdes anualmente (Oliveira et al., 2014).

O uso de pesticidas convencionais tornou-se uma das estratégias mais utilizadas para o
controle de pragas do café (Queiroz et al., 2018; Venzon, 2021), sendo majoritariamente
utilizados contra o bicho-mineiro, Leucoptera coffeella (Guérin-Meneville & Perrottet)
(Lepidoptera: Lyonetiidae), uma das pragas mais comuns em cultivos de café em regibes
tropicais (Silva et al., 2024). Entretanto, o uso sequencial de pesticidas pode acarretar diversos
problemas, como desequilibrios ambientais, riscos para a saide humana, reducdo de espécies
ndo alvo, bem como a possibilidade de selecdo de populagdes resistentes, o que implica na
reducdo da eficiéncia do controle (Khan et al., 2023; Leite et al., 2020a; Reis et al., 2015;
Rodrigues-Silva et al., 2017; Tudi et al., 2021)

O bicho-mineiro é uma das pragas-chave da cultura do café no Brasil (Pantoja-Gomez
et al., 2019) sendo responsavel por decréscimos significativos na producdo (Custddio et al.,
2009; Vilela et al., 2023). As larvas se alimentam das folhas, reduzindo a area fotossintética e
afetando negativamente o desenvolvimento das plantas (Motta et al., 2021; Ramirez-Valerio et
al., 2021). Os impactos negativos na producdo podem atingir até 80% em areas sem controle
adequado (Scalon et al., 2011).
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O uso de pesticidas para o controle do bicho-mineiro continua sendo uma prética
generalizada (Leite et al., 2020b) e essa demanda aumenta substancialmente os custos da
producdo do café (Guerreiro Filho, 2006; Matiello et al., 2015). Mesmo assim, a utilizacéo de
pesticidas persiste devido a falta de opg¢des seguras, acessiveis e eficazes para o controle da
praga (Wyckhuys et al., 2013). Nesse contexto, é crucial o desenvolvimento de estratégias de
controle que possibilitem um manejo sustentavel (Dantas et al., 2021) e que minimizem as
perdas na produtividade (Baker; Green; Loker, 2020).

O Controle Bioldgico (CB) é uma opcdo diante do aumento da ocorréncia do bicho-
mineiro (Géngora et al., 2023), além dos diversos casos de resisténcia dessa praga aos
ingredientes ativos (Leite et al., 2021). No entanto, esse tipo de controle enfrenta diversos
desafios, especialmente quando se trata de cultivos a campo aberto, como, por exemplo, a
dispersdo de inimigos naturais para areas vizinhas (Tooker; O’Neal; Rodriguez-Saona, 2020).
Para enfrentar essas desvantagens, € fundamental o entendimento sobre o forrageamento dos
inimigos naturais e o desenvolvimento de técnicas para manipular seu comportamento (Valle;
Mujica; Gonzalez, 2023).

O comportamento de forrageamento dos inimigos naturais envolve a utilizacdo de
diversos estimulos que ajudam a detectar ou capturar suas presas ou hospedeiros (Lim; Ben-
Yakir, 2020). Além disso, as plantas desenvolveram uma variedade de defesas quimicas,
conhecidos como Compostos Organicos Volateis (VOCs), que atuam indiretamente na
interacdo dos organismos em diferentes niveis tréficos (Rijk et al., 2016; Mithdfer; Maffei,
2017; Picazo-Aragonés; Terrab; Balao, 2020). Expressa-se a resposta da planta quando as pistas
fisicas e quimicas derivadas da herbivoria remodelam seus transcriptomas, proteomas e
metabolomas (Wu; Baldwin, 2010). A compreensdo dos Compostos Organicos Volateis
Induzidos das Plantas (HIPVs) nas interagOes tritréficas proporciona o desenvolvimento de
estratégias sustentaveis e eficientes (Ayelo et al., 2021). No entanto, existem lacunas sobre
como os inimigos naturais conseguem localizar o hospedeiro ou presa (Aartsma et al., 2017).

Devido a adaptabilidade a diferentes condi¢cdes geograficas (Morales; Lavagnini;
Freitas, 2013) e aplicagdo em diversos programas de controle bioldgico de pragas no Brasil,
utilizou-se o crisopideo Chrysoperla externa (Hagen) (Neuroptera: Chrysopidae), predador
quando no estagio larval (Koczor; Szentkiralyi; Toth, 2019), para o desenvolvimento deste
estudo. Este inseto possui uma ampla gama de presas, incluindo o bicho-mineiro do cafeeiro
(Golmohammadi et al., 2021; Martins Filho; Duarte; Venzon, 2023). Além disso, estudos
relatam sobre sua atratividade dos crisopideos frente aos volateis das plantas de roseira

(Salamanca et al., 2015). No entanto, ainda sdo escassas as informagdes sobre a resposta de C.
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externa aos volateis induzidos pelo bicho-mineiro em plantas de café, o que ressalta a
importancia desta pesquisa. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a preferéncia

de C. externa frente aos VOCs de plantas de café induzidos pela herbivoria de L. coffeella.



15

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Defesa de plantas mediadas por substancias quimicas

Diferentemente dos animais, as plantas ndo tém a capacidade de fugir de seus
agressores, 0 que as levou a desenvolver estratégias diversificadas de defesas (Kessler, 2017).
Por conseguinte, a herbivoria por insetos pode resultar em alteraces no fenotipo quimico das
plantas (Dicke; van Loon; Soler, 2009) devido a continua exposi¢do a esses agentes estressores,
bem como a microrganismos patogénicos, além de estresses abioticos (Pappas et al., 2020).

As plantas desenvolveram um sistema imunolédgico sofisticado de percepcao,
reconhecimento e resposta aos invasores (Pieterse et al., 2013), que envolve diferentes
mecanismos morfoldgicos, bioquimicos e moleculares (War et al., 2012). A defesa quimica
baseia-se na sintese e acimulo de compostos bioativos naturais, com efeitos repelentes ou
atrativos para organismos de diferentes niveis troficos (Mithofer; Maffei, 2017; Mostafa et al.,
2022). Tais processos sao reguladas por uma interacdo complexa entre estimulos enddgenos e
externos, e um subsequente “crosstalk” de vias de sinalizacdo (Kessler, 2017). Além disso, a
defesa quimica envolve a sintese de compostos toxicos, como terpenoides, alcaloides, fendis e
outros (Rani; Sulakshana, 2017).

Os mecanismos de defesa das plantas podem atuar de forma direta e indireta (Mithofer;
Maffei, 2017). O mecanismo direto inclui carateristicas que aumentam a resisténcia da planta
hospedeira, influenciando o comportamento e a fisiologia dos herbivoros (Aljbory; Chen,
2018). No entanto, 0 mecanismo indireto ndo tem um impacto evidente significativo sobre os
herbivoros, mas pode recrutar inimigos naturais das pragas, incluindo predadores e parasitoides
(Aljbory; Chen, 2018; Gatehouse, 2002).

As interagdes planta-herbivoro sdo complexas e envolvem redes de moléculas, sinais e
estratégias para superar as respectivas defesas (Mostafa et al., 2022; Santamaria et al., 2013).
As plantas desenvolveram estratégias fisioldgicas adaptativas em resposta ao ataque dos
herbivoros (Divekar et al., 2022), as quais podem funcionar como defesas constitutivas ou
induzidas em resposta a diferentes tipos de estresse (Mann et al., 2021). Os mecanismos de
defesa constitutiva envolvem caracteristicas morfologicas da planta, como espinhos, pelos,
tricomas e ceras superficiais, além de mecanismos bioquimicos de acdo toxica, antidigestivas
e antinutritivas, independentemente da presenca de herbivoros (Kessler, 2017; War et al., 2012;
Zhang et al., 2022). Por outro lado, os mecanismos induzidos envolvem a producdo de
compostos de defesa em resposta a herbivoria, liberando uma variedade de compostos
organicos volateis (Ito; Sakai, 2009; Sharifi; Lee; Ryu, 2018).
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A percepc¢do dos danos ocasionados as plantas ocorre através dos padrdes moleculares
associados a danos (DAMPS) e a herbivoros (HAMPSs). A combinacdo desses padrdes induz
informacdes complexas codificadas para o reconhecimento do tipo de dano pela planta, o que
permite a emissdo de HIPVs (Duran-Flores; Heil, 2016; Meents; Mithofer, 2020). Os HIPVs,
além de atrair inimigos naturais, também alertam as plantas vizinhas sobre o perigo iminente
(Kessler, 2017). Em alguns casos, os HIPVs emitidos pelas plantas podem ter carater
adaptativo, ndo adaptativo ou mal adaptativo, dependendo da percepcdo pelos organismos dos
diferentes niveis troficos (Takabayashi; Shiojiri, 2019). Portanto, a resposta da planta pode ser
intra ou interespecifica, sendo dinamica e heterogénea por natureza, influenciada pela
concentracdo, composi¢do quimica e elementos ambientais, que incluem os reagentes
troposféricos (0z6nio), temperatura, radiacéo e fluxo de ar, que podem influir no forrageamento
pelo inimigo natural (Ali et al., 2023; Meents; Mithofer, 2020). Além disso, a quantidade e
composic¢do dos HIPVs podem ser influenciadas pela espécie do herbivoro, espécie ou genétipo
da planta, estagio fenoldgico e condi¢cGes ambientais onde as plantas cresceram, bem como pelo
namero de espécies herbivoras presentes (Arimura; Matsui; Takabayashi, 2009; Hare, 2011).
No entanto, os efeitos dos fatores abidticos nas interacdes bidticas mediadas por HIPVs ainda
tem sido poco exploradas (Becker et al., 2015).

Os HIPVs podem ser classificados como inespecificos e especificos. Os especificos sdo
aqueles induzidos apenas pela herbivoria, enquanto os inespecificos incluem a herbivoria e 0s
danos artificiais (Takabayashi; Shiojiri, 2019). Entre os inespecificos encontram-se os Volateis
de Folhas Verdes (GLVSs), sintetizados através de vias enzimaticas, como hidroperoxido e
lipoxigenase, ap6s a injuria dos tecidos decorrente do estresse bidtico ou abidtico (Matsui;
Engelberth, 2022; Takabayashi, 2022). Sua composic¢éo consiste em aldeidos de C6, como (E)-
2-hexenal, (Z)-3-hexenal e n-hexanal, C6 — alcoois e seus ésteres (Hatanaka, 1993; Matsui,
2006).

Os HIPVs especificos sdo compostos por terpenos, como monoterpenos e
sesquiterpenos, fenilpropanoides/benzenoides, além de derivados de 4&cidos graxos e
aminoéacidos (Dudareva et al., 2006; Muhlemann; Klempien; Dudareva, 2014). Muitos desses
VOCs séo considerados como metabolitos secundarios e desempenham multiplas fungdes na
defesa contra herbivoros (Guo et al., 2024). Adicionalmente, os HIPVs podem influenciar
vérias vias hormonais, como o Acido Jasménico (JA), o Acido Salicilico (SA), o Etileno (ET)
e as Auxinas (IAA) e, as vezes, podem suprimir as defesas através do crosstalk hormonal
negativo (Erb, 2018; Scala et al., 2013).
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Os terpenos sdo a mais diversa classe de volateis, derivados de unidades de isopreno C5
(Hu et al, 2021). A classificagdo dos terpenoides inclui hemiterpenoides (C5),
monoterpenoides (C10), homoterpenoides (C11,16), sesquiterpenoides (C15), diterpenoides
(C20), sesterpenoides (C25), triterpenoides ( C30), tetraterpenoides (C40) e politerpenoides
(C>40) (Boncan et al., 2020). Os mono e sesquiterpenos séo 0s compostos mais liberados nas
interagdes planta — inseto, enquanto o isopreno € atribuido ao estresse abidtico (Rosenkranz et
al., 2021). Os terpenoides emitidos podem ter propriedades toxicas, repelentes ou atraentes
(Boncan et al., 2020) e, em contraste com aqueles que visam diretamente pragas, também tém
capacidade de atuar como eliciador de defesa vegetal (Cascone et al., 2015). Os herbivoros
mastigadores induzem maior quantidade de HIPVs como monoterpenos e GLVs, do que 0s
herbivoros sugadores de seiva (Rowen; Kaplan, 2016).

Os fenilpropanoides e benzenoides constituem uma classe diversificada de metabolitos
secundarios originados dos fenilpropanoides (Liu; Osbourn; Ma, 2015). Inclui reacGes de
hidroxilacdo e metilacdo que convertem o &cido cidmico hidroxilado em uma série de acidos
hidroxiciamicos, aldeidos e alcoois (Humphreys; Chapple, 2002). Envolve principalmente
flavonoides, monolignois, acidos fendlicos, estilbenos e cumarinas (Deng; Lu, 2017). A
biossintese desses compostos ocorre através das vias do xiquimato e do acetato — malonato
(Zagoskina et al., 2023). Os flavonoides tém funcdo de protegdo contra estresses bidticos e
abioticos, como ataque de herbivoros, nutricdo deficiente e irradiacdo UV-B, secas e outras
funcdes fisiologicas (Petrussa et al., 2013).

Os acidos graxos e seus derivados, como o (Z)-3-hexenol, as cetonas e 0 jasmonato de
metila, ttm origem de acidos graxos insaturados, como acido oleico (18:1), acidos linoleicos
(18:2) ou acido a-linolénico (18:3) (Picazo-Aragoneés; Terrab; Balao, 2020). Os acidos graxos,
além de serem precursores biossintéticos de componentes cuticulares ou dos fitohormonios,
como o &cido jasménico, também tém impacto direto na inducdo de varios mecanismos de
defesa das plantas (Kachroo; Kachroo, 2009). Entre os &cidos graxos, estdo os Volateis de
Folhas Verdes, que sdo liberados rapidamente quando a planta € atacada por herbivoros (Scala
etal., 2013).

2.2 A cultura de cafeeiro

O café é uma cultura perene (Gongora et al., 2023), presente em mais de 60 paises,
envolvendo cerca de 25 milhGes de produtores (Dantas et al., 2021). Trata-se de uma das

commodities agricolas mais importantes do mundo, com uma contribuicdo econdmica
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significativa para os paises produtores (Krishnan et al., 2021). No territorio brasileiro, a
producdo de café é uma das atividades agricolas mais tradicionais, posicionando o pais como o
maior exportador de café do mundo (Santos et al., 2019). Essa producéo atende a demanda do
mercado mundial (Peruzzolo; Cruz; Ronqui, 2019). No Brasil, a producéo de café atingiu um
total de 50,38 milhdes de sacas em 2022. Dentre os estados produtores, destaca-se Minas
Gerais, responsavel pela producdo de 22 milhdes de sacas (CONAB, 2024), aproximadamente
a metade da producdo nacional, consolidando-se como um dos principais pilares da inddstria
cafeeira no pais (Matos et al., 2019).

A produtividade do café depende de fatores abidticos e bidticos (Tomazellaet al., 2018),
uma vez que a cultura estd sujeita a doencas e pragas que causam danos e prejuizos
significativos tanto na producdo quanto na qualidade do produto (Moura et al., 2019). Como
estratégia para o controle das pragas, tem sido observado o aumento na utilizacao de inseticidas
sistémicos convencionais nos Ultimos anos. No entanto, essas praticas podem acarretar riscos,
incluindo a possibilidade de se tornarem ineficazes (Leite et al., 2020a), resultando em um
desequilibrio no ambiente e na redu¢édo da presenca de inimigos naturais envolvidos no controle
natural das pragas (Rodrigues-Silva et al., 2017).

A cultura do café, devido a sua natureza perene, hospeda diferentes espécies de
herbivoros, no entanto, poucos sdo considerados pragas (Venzon, 2021). No Brasil, duas
espécies sdo consideradas pragas chaves, o bicho-mineiro L. coffeella e a broca-do-café
Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae) (Moreno-Ramirez et al., 2024;
Pereira et al., 2021). O manejo convencional de pragas do café no Brasil, comumente é baseado
nos inseticidas quimicos como estratégia de controle. No entanto, os problemas ambientais, a a
selecdo de pragas resistentes, os efeitos na saide humana e ameaca a biodiversidade tém levado
0s produtores a buscarem métodos alternativos, optando por estratégias agroecologicas
adequadas, afim de promover o Controle Biologico Natural (Gongora et al., 2023; Harelimana;
Rukazambuga; Hance, 2022; Venzon, 2021).

2.3 Leucoptera coffeella

O bicho-mineiro do café, L. coffeella é uma praga-chave da cultura, especialmente em
paises neotropicais, como o Brasil (Dantas et al., 2021), sendo responsavel por decréscimos
significativos na producdo (Custddio et al., 2009). No estagio larval, o bicho mineiro se
alimenta do parénquima palicadico (Motta et al., 2021) e, como resultado, reduz a area

fotossintética e afeta negativamente o desenvolvimento da planta (Motta et al., 2021; Ramirez-
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Valerio et al., 2021). Além disso, pode afetar a produtividade ( em 30 até 70%) e a qualidade
dos gréos, o que reflete na cadeia produtiva de cafée (Dantas et al., 2021; Scalon et al., 2011).

O bicho-mineiro é um inseto holometabolo (Ramiro et al., 2004), passando pelas fases
de ovo, larva, pupa e adulto (Lomeli-Flores; Barrera; Bernal, 2009). As fémeas preferem
ovipositar na parte superior da folha e seus ovos possuem aspecto gelatinoso, o que dificulta
sua visualizacdo (Guerreiro Filho, 2006). A fase larval € composta por quatro instares, com
diferencas morfolégicas que podem ser identificadas pela largura da capsula cefalica (1°
0,14+0,03; 2° 0,25+0,04; 3° 0,32+0,03; 4° 0,42+0,03) ou pelas cerdas corporais presentes no
1% instar, as falsas pernas presentes no 3° instar, e os ganchos dispostos na linha ecdisial, sobre
a sutura frontal, nas larvas de 4° instar (Motta et al., 2021). Apds a penetragdo da larva no
interior da folha, ela ndo consegue se deslocar para outra folha durante toda a fase (Reis Jr. et
al., 2000). No ultimo instar, abandonam os tuneis e entram na fase de pupa, tecendo um casulo,
geralmente na parte abaxial das folhas (Guerreiro Filho, 2006). Existem relatos que indicam
que o acasalamento, em condicdes de laboratorio, é diurno, com ocorréncia entre 4 e 6 horas
do comeco da fotofase (Michereff; Michereff Filho; Vilela, 2007).

Geralmente, a densidade populacional de L. coffeella é determinada por fatores
abioticos, como a precipitacdo pluvial, a radiacdo solar e as laminas de irriga¢do, bem como
por fatores bidticos, como os inimigos naturais (Fernandes et al., 2009). O fator ambiental é
determinante na dindmica populacional da praga. Nos agroecossistemas com maior indice de
precipitacdo, com maior frequéncia de uso de inseticidas e naqueles mais diversificados, a
populacdo diminui, mas, quando existe aumento de temperatura e maior cobertura florestal, sua
populacdo incrementa (Santos et al., 2023). A incidéncia de L. coffeella nas culturas de café
pode apresentar maior agressividade nas estacGes secas e quentes (Giraldo-Jaramillo; Quiroga-
Mosquera; Fernandes, 2024; Pereira et al., 2007; Scalon et al., 2011). O bicho mineiro pode
apresentar cerca de 8 a 16 geracdes anualmente, com variacao baseada em condicdes térmicas
e distribuicdo de precipitacdo (Giraldo-Jaramillo; Quiroga-Mosquera; Fernandes, 2024).

Além dos fatores abidticos, existe uma diversidade de inimigos naturais associados ao

bicho-mineiro do café, entre eles C. externa (Carvalho; Carvalho; Souza, 2019)
2.4 Chrysoperla externa

O predador C. externa pode ser encontrado naturalmente em diferentes
agroecossistemas (Lavagnini; Freitas; Bezerra, 2009), com ocorréncia registrada em diversas
culturas de importancia agricola. Somente as larvas sdo predadoras, podendo se alimentar de

uma ampla variedade de presas (Martins Filho; Duarte; Venzon, 2023), que incluem pragas da
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café (Farias et al., 2023). S&o relatados por predar, Planococcus citri (Risso) (Hemiptera:
Pseudococcidae), H. hampei, L. coffeella, entre outros (Barbosa et al., 2008; Botti et al., 2022;
Dami et al., 2023; Rodrigues-Silva et al., 2017; Souza et al., 2020). Recentemente, no Brasil,
C. externa foi registrado junto ao Ministério de Agricultura e Pecuaria (MAPA) para
comercializacdo visando ao controle de L. coffeella (AGROFIT, 2024).

O héabito predatorio das larvas de C. externa favorece sua liberacdo massal em culturas
de clima tropical, reduzindo os riscos como desequilibrio na composicéo e o funcionamento
nos agroecossistemas (Brockerhoff; Liebhold, 2017; Ito et al., 2011). Na natureza, os adultos
se alimentam de polen, néctar, honeydew (Koczor; Szentkiralyi; Téth, 2019), ou de outras
substancias agucaradas que encontram disponiveis (Resende et al., 2017).

Pesquisas que buscam compreender mais profundamente as interacfes tritroficas,
destacam a resposta atrativa dos crisopideos a produtos quimicos volateis, visando manipular
suas populacdes (Hesler, 2016; Koczor et al., 2010). Por exemplo, alguns estudos relatam sobre
a atratividade dos crisopideos a compostos sintéticos florais, como fenilacetaldeido, acido
acetico e salicilato de metila (Koczor et al., 2010). Além disso, testes de eletroantenogramas
(EAGS) indicam que os crisopideos preferem VOCs de milho, como 2-feniletanol, (E)-B-
farneseno e isoeugenol, verificando-se maior atratividade nos machos (Hesler, 2016; Zhu et al.,
1999). O acido acético, salicilato de metila e fenilacetaldeido utilizados em iscas resultaram em
maior preferéncia para crisopideos (T6th et al., 2009). Em bioensaios de tunel de vento, o0s
VOCs induzidos pelos pulgbes em macieiras foram mais atrativos para os crisopideos quando
combinados com 4&cido acético (AA) e 2-feniletanol (PET), do que quando usados
separadamente. Além disso, os crisopideos foram atraidos por nonanal, decanal, metil salicilato,
geranil acetona, acetato de (Z)-3-hexenila, butanoato de (Z)-3-hexenila, 2-metil-butanoato de
(2)-3-hexenila, B-cariofileno, B-bourboneno e benzoato de (Z)-3-hexenila (Badra et al., 2021).
Embora os adultos da grande maioria das espécies de crisopideos ndo sejam predadores, 0s
HIPVs atraem ambos 0s sexos, 0 que pode ser utilizado para manipular sua distribuicdo na a’rea
cultivada de modo a concentrar os sitios de oviposi¢ao, contribuindo, dessa forma, para o
controle de pragas (Koczor et al., 2010; Reddy, 2002).

As larvas de C. externa sdo predadores vorazes (Santos; Souza; Hernandez, 2024;
Koczor; Szentkiralyi; Toth, 2019) e passam por trés instares, cuja duracdo € influenciada por
fatores ambientais, como a temperatura, bem como pelo tipo de alimento (Boregas; Carvalho;
Souza, 2003). Durante a predacdo, as larvas se utilizam de suas pegas bucais para injecéo de
fluidos digestivos e succao de tecidos corporais dissolvidos da presa (Chapman, 2012; Haug;

Braig; Haug, 2023). Nesta fase, a capacidade predatdria aumenta proporcionalmente conforme
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0 estagio de desenvolvimento larval, enquanto a capacidade de busca pelos diferentes instares
é inversamente proporcional (Maia et al., 2004).

Segundo resultados de pesquisas relacionados a interacdo planta — inseto, 0s inimigos
naturais tém capacidade de responderem a compostos especificos ou misturas de HIPVs (Zhou;
Jander, 2022). Em relacdo a C. externa, as larvas mostraram preferéncia por pistas quimicas
especificas. Quando as plantas sdo induzidas a herbivoria por insetos mastigadores, os VOCs
aumentam em quantidades de benzenoacetonitrila, (E)-4,8-dimetilnona-1,3,7-trieno, f-
ocimeno e cariofileno, no entanto, quando induzidas por sugadores, a composicao dos aldeidos
alifaticos é aumentada (Valle; Mujica; Gonzalez, 2023). Quanto aos testes de resposta olfativa,
as larvas dos crisopideos, independentemente do estadio de desenvolvimento, precisam ser

privadas de alimento por um determinado periodo de tempo (Sengonca; Kotikal; Schade, 1995).
2.5 Controle bioldgico

O controle bioldgico (CB) é um método de manejo utilizado para combater organismos
prejudiciais, como insetos herbivoros, patdgenos e planta ndo desejaveis, através do uso de
inimigos naturais (Barratt et al., 2018; Stenberg et al., 2021), sendo cada vez mais comum como
componente do Manejo Integrado de Pragas (Parra; Coelho, 2019). O controle bioldgico tem
sido valorizado por suas potenciais inovac@es ecoldgicas na agricultura, destacando-se seus
beneficios ambientais e a reducdo do uso de inseticidas, por meio de técnicas como a valoragdo
contingente (Naranjo; Ellsworth; Frisvold, 2015).

Na agricultura sustentavel, o controle biolégico tem ganhado destaque como alternativa
promissora aos pesticidas (Pappas et al., 2017). No entanto, sua aplicacdo em areas extensas
enfrenta desafios diversos, incluindo a dispersdo dos inimigos naturais para areas vizinhas,
atraso no retorno a cultura e a falta de sincronia entre a presenca dos inimigos naturais e das
pragas-alvo (Tooker; O’Neal; Rodriguez-Saona, 2020). A compreensdo do comportamento de
forrageamento dos inimigos naturais, entretanto, possibilita o desenvolvimento de técnicas
viaveis, como a modificacdo do comportamento de dispersdo e o incentivo a sua persisténcia
na cultura (Valle; Mujica; Gonzalez, 2023).

O forrageamento dos inimigos naturais envolve a utilizacdo de diversos estimulos, como
sinais quimicos, visuais, tateis e vibratdrios, para detectar e capturar suas presas ou hospedeiros
(Lim; Ben-Yakir, 2020). Um dos principais sinais quimicos utilizados por esses insetos é a
presenca dos VOCs, emitidos pelas plantas como resultado de sua interagdo com fatores
bidticos e abioticos (Rijk et al., 2016; Picazo-Aragonés; Terrab; Balao, 2020). O entendimento

dos HIPVs no controle bioldgico abre possibilidades de uso de novas estratégias para aumentar
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a eficiéncia dos inimigos naturais no controle das pragas. O uso de HIPVs sintéticos ou a
manipulacdo quimica/genética das plantas tem sido sugeridos para recrutar inimigos naturais,

funcionando como agentes sinérgicos (Pefaflor; Bento, 2013).
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SEGUNDA PARTE
CAPITULOI
RESUMO

O controle bioldgico de pragas € crucial para a pratica da agricultura sustentavel, e sua
eficiéncia pode ser aprimorada ao manipular o comportamento de inimigos naturais através de
Compostos Organicos Volateis (VOCs), especialmente os Volateis Induzidos por Herbivoria
(HIPVs) emitidos pelas plantas. Chrysoperla externa tem se destacado como um agente
promissor no controle de Leucoptera coffeella nos cafezais. No entanto, a influéncia dos VOCs
induzidos pela herbivoria de L. coffeella sobre esta espécie permanece pouco compreendida.
Neste estudo, examinamos a preferéncia de C. externa por plantas de café (Coffea arabica)
infestadas por L. coffeella. Em ensaios de livre escolha, as larvas demonstraram clara
preferéncia por plantas infestadas. Em contraste, as fémeas adultas ndo exibiram preferéncia
significativa para a oviposi¢do nas plantas infestadas em relagdo aquelas ndo infestadas,
sugerindo que outros fatores sensoriais, além dos volateis, podem influenciar essa escolha. No
entanto, nos testes de olfatometria, tanto os adultos quanto as larvas de C. externa mostraram
forte atracdo olfativa pelas plantas infestadas quando expostos a diferentes combinacfes de
volateis, destacando a importancia dos HIPVs. Os resultados obtidos tém implicacGes praticas
para o controle de pragas, indicando que a manipulacdo de HIPVs pode ser uma estratégia para
atracdo de C. externa e melhorar o controle bioldgico em culturas de café. Sugere-se que futuras
pesquisas explorem interacbes multiplas de herbivoria para otimizar as praticas de controle
bioldgico.

Palavras-chave: controle biol6gico; Chrysoperla externa; Compostos Organicos Volateis;
Volateis Induzidos por Herbivoria.
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1 INTRODUCAO

O Controle Biologico Conservativo (CBC) € uma estratégia complexa baseada em
processos ecoldgicos e comportamentais, com potencial para gerenciar populacdes de pragas e
contribuir para a reducdo do uso de pesticidas (Begg et al., 2017; Wyckhuys et al., 2013).
Apesar do crescente uso de produtos bioldgicos pelos agricultores nos ultimos anos (Maurya et
al., 2022; Parra; Coelho, 2019), a comercializagdo dos agentes de biocontrole para uso em
sistemas agricolas abertos muitas vezes carece de justificava cientifica suficiente (Michaud,
2018). Diversos fatores, como a disperséo de inimigos naturais, atraso no retorno a cultura, falta
de sincronia entre inimigos naturais e as pragas-alvo, condi¢cGes ambientais desfavoraveis,
auséncia de presas/hospedeiros e a competicdo por alimento, contribuem para essa lacuna
(Michaud, 2018; Tooker; O’Neal; Rodriguez-Saona, 2020). No entanto, compreender o
comportamento de forrageamento dos inimigos naturais pode proporcionar o desenvolvimento
de técnicas viaveis, modificando o comportamento de dispersao e incentivando sua persisténcia
nos cultivos (Valle; Mujica; Gonzalez, 2023).

O comportamento de forrageamento, crucial para a sobrevivéncia e reproducdo de
inimigos naturais, envolve a localizacdo, identificacdo e selecdo da presa ou hospedeiro
(Fellowes; van Alphen; Jervis, 2005; Lim; Ben-Yakir, 2020). Esses agentes de controle utilizam
diversas pistas, como quimicas, visuais, tateis e vibratdrias, influenciando o comportamento
tanto dos hospedeiros/presas quanto dos parasitoides/predadores, que as utilizam como pistas
de forrageamento (Blande, 2021; Lim; Ben-Yakir, 2020; Reddy, 2012). Dentre essas pistas, as
qguimicas desempenham funcdes fundamentais na dinamica dos ecossistemas (Mbaluto et al.,
2020). Além disso, a resposta das plantas ao estresse, tanto bidtico quanto abidtico, pode ser
direta e indireta (Aljbory; Chen, 2018; Gatehouse, 2002; Mithofer; Maffei, 2017). As respostas
indiretas envolvem os metabolitos secundarios, fundamentais na defesa das plantas (Anjali et
al., 2023). As substancias liberadas pelas plantas, sdo conhecidas como Compostos Organicos
Voléateis (VOCs), os quais representam um importante meio de transmisséo de informagdes no
ecossistema e autoprotecdo (Rijk et al., 2016; Liu et al., 2023; Picazo-Aragonés; Terrab; Balao,
2020). A composicdo dos VOCs varia conforme o estagio fisioldgico e o estado metabdlico das
plantas (Liu et al., 2023). Alguns herbivoros podem utilizar esses compostos como pistas de
reconhecimento do hospedeiro ou nutrientes (Bennett; Wallsgrove, 1994). Alem disso, as
defesas quimicas podem ter efeitos contrastantes (Mezzomo et al., 2023). A eficiéncia
defensiva das plantas depende do reconhecimento do inimigo natural frente aos VOCs

especificos (Mezzomo et al., 2023).
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As plantas sintetizam e liberam substancias conhecidas como Herbivory Induced Plant
Volatile (HIPV) como mecanismos de defesa induzidos em resposta a herbivoria, ferimento ou
infeccdo (Mithofer; Maffei, 2017; Pefiaflor; Bento, 2013; Qian et al., 2024). As defesas séo
induzidas sistematicamente, tanto em partes infestadas quanto em ndo infestadas da planta (Wu;
Baldwin, 2010). Além disso, sua composicao e a quantidade dos volateis podem variar com as
espécies de herbivoros, a espécie vegetal, genotipo, os estagios de desenvolvimento e o
ambiente (Arimura; Matsui; Takabayashi, 2009; Hare, 2011; Schuman; Baldwin, 2016). Alguns
HIPVs apenas sdo produzidos em resposta ao dano, enquanto outros sdo produzidos em
quantidades menores por plantas ndo infestadas (Holopainen; Blande, 2013). Esses volateis,
influenciam o comportamento dos herbivoros, inimigos naturais e outras interacbes na
comunidade (Hu et al., 2021; Pefiaflor; Bento, 2013). Assim, as pistas quimicas tornam-se
importantes para localizacdo dos herbivoros (Aartsma et al., 2017). As versdes sintéticas dos
HIPVs podem ser utilizadas para monitorar populagdes de insetos benéficos (Rodriguez-Saona
et al., 2020). Além disso, as liberagcbes de HIPVs podem ser exploradas como um recurso
potencial para atrair ou reter 0s inimigos naturais nos agroecossistemas (James, 2003; Michaud,
2018; Salamanca et al., 2019; Xu et al., 2020).

A cultura do café tem seu desenvolvimento e produtividade dependentes de fatores
abioticos e bidticos (Tomazella et al., 2018). Por sua natureza perene, hospeda diversas espécies
de herbivoros, no entanto, poucas considerados pragas (Gongora et al., 2023). No Brasil, duas
espécies sdo consideradas pragas-chave da cultura, o bicho-mineiro, L. coffeella, e a broca-do-
café, H. hampei (Moreno-Ramirez et al., 2024; Venzon, 2021). A susceptibilidade dos
cultivares de café a L. coffeella foi responsavel por torna-la uma das pragas mais significativas
em todo o mundo (Matos et al., 2011; Giraldo-Jaramillo; Quiroga-Mosquera; Fernandes, 2024).

O bicho-mineiro tem maior ocorréncia nas regides tropicais, especialmente no Brasil, o
maior produtor mundial de café (Guerreiro Filho, 2006; Pantoja-Gomez et al., 2019; Santiago-
Salazar et al., 2022), podendo apresentar de 8 a 16 geracfes por ano (Giraldo-Jaramillo;
Quiroga-Mosquera; Fernandes, 2024). Essa praga causa injuria se alimentando do parénquima
palicadico e elaborando galerias nas folhas, com a reducédo da area fotossintética (Motta et al.,
2021). As estratégias convencionais de controle, baseadas apenas em inseticidas sistémicos,
tém mostrado pouca eficacia (Leite et al., 2020; Goéngora et al., 2023), aléem de causar
desequilibrio ambiental, como a reducéo da presenca dos inimigos naturais (Rodrigues-Silva et
al., 2017). Porém, os produtores estdo, cada vez mais, adotando estratégias agroecoldgicas para
promover o Controle Bioldgico Conservativo (Gongora et al., 2023; Harelimana,;

Rukazambuga; Hance, 2022; Venzon, 2021), utilizando os inimigos naturais locais como
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alternativa viavel para implementar nos programas de manejo integrado de pragas (Heimpel,
Mills, 2017).

O crisopideo C. externa, cujas larvas sdo predadoras generalistas vorazes (Martins
Filho; Duarte; Venzon, 2023; Tamashiro et al., 2023), possui distribui¢cdo Neotropical e pode
ser encontrado naturalmente nos agroecossistemas, incluindo as lavouras de café (Lavagnini;
Freitas; Bezerra, 2009). Recentemente, esse inimigo natural foi registrado junto ao Ministério
da Agricultura e Pecuaria (MAPA) para controle de L. coffeella (AGROFIT, 2024). Sua
distribuicdo geogréafica abrangente e seu habito predatdrio favorecem sua introducdo em larga
escala, reduzindo os riscos nos agroecossistemas (Ito et al., 2011). Estudos demonstram a
resposta positiva dos crisopideos, tanto adultos quanto larvas, frente a HIPVs (Badra et al.,
2021; Salamanca et al., 2015; Toth et al., 2009; Valle; Mujica; Gonzalez, 2023). Por meio dessa
abordagem, pode-se manipular a popula¢do dos inimigos naturais alterando os locais de
oviposicdo e incrementando o forrageamento (Hesler, 2016; Koczor et al., 2010; Reddy, 2002).

A protecéo eficiente das culturas agricolas contra herbivoros representa um desafio
continuo na agricultura moderna (Pappas et al., 2020). Apesar dos avanc¢os ha compreensao dos
mecanismo de resposta a herbivoria, a aplicacdo pratica desses conhecimentos como estratégias
de controle ainda é limitada (Stout, 2023). Além disso, a atuacdo dos crisopideos como agentes
de controle biol6gico permanece incompreendida em muitos aspectos. Embora estudos recentes
sugiram o potencial desses predadores no controle de pragas por meio de semioquimicos
(Koczor; Szentkiralyi; Toth, 2019), ainda existem lacunas a serem preenchidas para o
entendimento das interacdes nas cadeias tritréficas. Neste experimento, abordou-se a resposta
preferencial de C. externa frente aos HIPVs produzidos por plantas de café atacadas por L.
coffeella, uma é&rea que carece de informacGes. Portanto, com base nas observacGes
mencionadas sobre a resposta dos crisopideos frente a alguns HIPVs, formulamos as seguintes
hipdteses para este trabalho: i) Larvas de C. externa preferem plantas de café induzidas a
herbivoria em comparacdo com plantas ndo infestadas. ii) Adultos de C. externa preferem
ovipositar em plantas de café induzidas a herbivoria em comparacdo com plantas ndo infestadas.
iii) Larvas de C. externa tém maior preferéncia por HIPVs em comparacdo com plantas ndo
infestadas. iv) Adultos de C. externa mostram maior preferéncia por HIPVs em comparagdo
com plantas nédo infestadas. Para responder a primeira e segunda hipoteses considerou-se apenas
a preferéncia dos crisopideos por plantas de café induzidas a herbivoria vs. plantas nédo
infestadas. Ja para investigar a terceira e quarta hipoteses, foi testada a resposta olfativa dos

crisopideos expostos a pistas quimicas utilizando-se um olfatbmetro.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local da pesquisa

Os testes foram realizados no Departamento de Entomologia (DEN), Escola de Ciéncias
Agréarias de Lavras (ESAL), Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG, no
Laboratdrio de Controle Biolégico com Entomofagos (LCBE) e Laboratério de Ecologia
Quimica e Interacdo Inseto-Planta (LEQIIP), sob temperatura de 25+2 °C, umidade relativa do
ar de 70£10% e fotoperiodo de 12:12.

2.2 Obtencdo e cultivo de Coffea arabica

As plantas de C. arabica, cultivar "Mundo Novo", foram adquiridas na fase cotiledonar
de um viveiro localizado no municipio de Machado, MG, Brasil. A escolha da cultivar foi
baseada em sua suscetibilidade ao bicho-mineiro do cafeeiro e sua relevancia na préatica agricola
regional. As plantas foram cultivadas em saquinhos de polietileno perfurado preenchido com
substrato composto por 1 kg de terra de barranco e esterco bovino na proporgao 1:1, e receberam
adubacdo suplementar. As plantas foram mantidas em casa de vegetagéo, sob condicdes sujeitas
a oscilacdes naturais da temperatura e luminosidade. As mudas foram utilizadas nos
experimentos ao atingirem 6 - 8 meses de idade ou apresentarem 8 - 10 pares de folhas. Durante
todo o periodo, as mudas permaneceram isentas de tratamentos fitossanitarios para evitar

possivel influéncia dos residuos dos compostos quimicos sobre a praga.
2.3 Criagao de Leucoptera coffeella

A criacdo de L. coffeella iniciou-se com a coleta de folhas infestadas provenientes de
cafezais localizados em Varginha, MG. Estas folhas foram dispostas em bandejas contendo
agar, onde os peciolos foram inseridos de modo a manter a turgescéncia, permitindo a
emergéncia dos adultos. Posteriormente foram mantidos em gaiolas de tecido voile (80 x 60 x
60cm) e alimentados com mel diluido em agua destilada (1:1), fornecido em placas de Petri.
Para a criagdo utilizaram-se plantas de café cv. Mundo Novo mantidas no LCBE sob condices

ambientais controladas.
2.4 Criagado de Chrysoperla externa

Os espécimes de C. externa foram provenientes da criacdo existente no LCBE. Os

adultos foram alojados em gaiolas de criacdo confeccionadas em acrilico (50 x 25 x 25 cm),
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enquanto as larvas foram mantidas em gaiolas de PVC (20 cm de altura por 20 cm de diametro),
fechadas na parte superior e inferior com filme plastico de polietileno (PVC). As gaiolas de
manutencdo das larvas foram revestidas internamente com papel sulfite e, para evitar o
canibalismo, tiras de papel higiénico foram adicionadas no interior, garantindo o adequado
desenvolvimento nos diferentes estadios.

A alimentacdo dos adultos consistiu em uma mistura pastosa de levedura de cerveja e
mel colocada em papel parafilm®, enquanto um frasco contendo algoddo e agua destilada foi
disponibilizado para garantir a hidratacdo. As larvas, no primeiro e segundo instares, foram
alimentadas com ovos de Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) (Braghini et al.,
2024; Souza; Bezerra, 2019).

2.5 Inducéo das plantas de café a herbivoria por Leucoptera coffeella

A inducdo das mudas de café a herbivoria por L. coffeella comeg¢ou com a introducgéo
das plantas no interior das gaiolas de criacdo quando os insetos ainda estavam na fase adulta.
As mudas foram mantidas nesse local por 36 horas servindo como substrato para oviposi¢éo
por L. coffeella. Apds esse periodo, as mudas foram retiradas e, utilizando-se um
estereomicroscopio binocular, foram quantificados os ovos depositados em cada planta. Para
garantir a padronizacdo do nivel de infestacdo entre as plantas, estabeleceu-se o intervalo de 30
+ 5 ovos por planta. As mudas infestadas foram mantidas em gaiolas de tecido similar. Para os

ensaios foram utilizadas larvas no 3 - 4 instar.

2.6 Ensaio I: Escolha de Chrysoperla externa entre plantas infestadas e ndo infestadas

por Leucoptera coffeella.
a) Experimento com larvas

Os ensaios de preferéncia de escolha de larvas de C. externa entre plantas de café
infestadas e nédo infestadas pelo bicho-mineiro foram conduzidos no LEQIIP. O experimento
foi realizado utilizando-se um tubo de PVC (100cm de cumprimento e 30 cm de diametro)
posicionado horizontalmente e contendo uma abertura linear de 1cm de largura que se estende
da borda até o centro, em ambas as extremidade do tubo de PVC. O interior do tubo foi revestido
com papel Kraft branco, com gramatura de 70g e, para evitar possiveis pistas quimicas deixadas
pelas larvas de C. externa, esse papel de revestimento foi substituido a cada repeticéao.

Para o0 experimento, as plantas a serem contrastadas foram posicionadas

horizontalmente e as respectivas bases introduzidas opostamente nas aberturas distais do tubo
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a uma profundidade que mantivesse as folhas externamente ao tubo. A liberagéo das larvas
ocorreu sobre uma peca cilindrica de 2cm de diametro colocada no ponto médio da face interna
basal do tubo. Manteve-se a distancia de 30 cm entre as plantas, infestadas com larvas de 3° e
4° instares do bicho-mineiro. Liberou-se uma larva de 2° instar de C. externa no interior da peca
cilindrica utilizando-se um pincel de cerdas macias (Figura 1).

O experimento consistiu em 40 repeticdes com resposta, e tanto as plantas infestadas
quanto as ndo infestadas foram substituidas a cada 10 repeticdes. As larvas utilizadas nao
tiveram experiéncia prévia com as plantas de café e foram utilizadas apenas uma vez em cada
repeticdo, sendo liberada uma larva por repeticdo. Além disso, elas foram privadas do alimento
24 h antes de sua utilizagéo nos testes. Os insetos foram considerados sem resposta quando nao
se movimentaram por um periodo maximo de 15 minutos ou quando ndo mostraram preferéncia

na escolha. O experimento foi realizado entre 13h e 17 horas para manter um padrao.

Figura 1 - Escolha feita por larvas de segundo instar de Chrysoperla externa entre plantas de
café infestadas e ndo infestadas por Leucoptera coffeella.
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infestada infestada

Fonte: Do autor (2024)

b) Experimento com fémeas de Chrysoperla externa em periodo reprodutivo

A preferéncia para oviposicdo por fémeas de C. externa foi estudada no LCBE,
utilizando-se um tubo de 20 cm altura x 8 cm didmetro, revestido internamente com papel
aluminio. As aberturas das extremidades do tubo foram fechadas com filme pléstico de PVC,
deixando-se apenas uma abertura linear transversal e central, com cerca de 0,5 cm de
comprimento, abertura suficiente para introdugdo de uma folha de cafeeiro. O tubo foi
posicionado horizontalmente e elevado da superficie por suportes até a altura das folhas das

mudas de café destinadas a avaliagéo.
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Os tratamentos consistiram em plantas infestadas e plantas nédo infestadas por L.
coffeella. Para avaliar a preferéncia de C. externa para oviposi¢do, uma folha de cada planta,
infestada e ndo infestada, foi introduzida pelas aberturas laterais dos tubos, como mencionado
anteriormente. Individualmente, as fémeas foram separadas dos machos com auxilio de um
estereomicroscopio binocular e liberadas no interior do tubo para oviposi¢do durante 12 horas
(19 as 07h). Cada fémea foi utilizada uma Unica vez e, posteriormente, descartada para evitar
interferéncias nos resultados. Apos esse periodo, 0s ovos de C. externa presentes em cada folha
foram contabilizados. O experimento foi conduzido com 13 repeti¢cdes. Os casos em que nao

houve preferéncia foram desconsiderados para analise de dados.

2.7 Ensaios I1: Resposta olfativa de larvas e adultos de Chrysoperla externa aos volateis

de plantas induzidos pela herbivoria por Leucoptera coffeella.
a) Larvas

O experimento foi conduzido no LEQIIP. Para avaliar a resposta olfativa de C. externa
em relagdo aos compostos volateis das plantas induzidos por L. coffeella, empregou-se um
sistema com olfatometro de tubo tipo “Y”, com probabilidade de escolha de 50% para cada
braco (Roberts et al., 2023). O olfatometro do tipo “Y” consistiu em um tubo de vidro
transparente com diametro interno de 3 cm e bragos com 8 cm de comprimento, formando um
angulo de 130° entre a haste e os bracos. Os bracos do olfatometro foram conectados por
mangueiras plasticas (80cm de comprimento e 2cm de diametro) as plantas, que foram inseridas
em sacos plasticos esterilizados de 40 x 28 cm. Os sacos foram selados com abracadeiras de
Nylon (25x100mm) para isolar as plantas do ambiente externo. Um sistema de ar purificado foi
estabelecido usando uma bomba compressora para introduzir ar ambiente filtrado por um filtro
de carvao ativado e um umidificador. O ar foi conduzido através das mangueiras até uma das
extremidades dos sacos com uma pressdo ajustada para 2,5L/min, calibrada por meio de um
fluxdmetro. Além disso, para evitar qualquer influéncia de pistas visuais, o olfatdmetro foi
colocado dentro de uma caixa de papeldo e posicionado verticalmente durante o experimento.

Para a avaliagdo da preferéncia olfativa, larvas de 2° instar do crisopideo foram privadas
de alimento por 24 horas antes do inicio do experimento e introduzidos individualmente em
tubos de ensaio (10cm x 2.5cm) para evitar danos devido a agressividade e ao habito canibal
que apresentam. Para o experimento, foram necessarios 4 pares de plantas (com e sem
infestacdo por L. coffeella. Com o auxilio de um pincel de cerdas macias, cada larva foi

introduzida individualmente no olfatdbmetro pela entrada da haste central e observada por até 5
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minutos (Valle; Mujica; Gonzalez, 2023). Considerou-se uma resposta quando a larva
ultrapassou a linha localizada no extremo distal superior dos bracos laterais do olfatdmetro. Os
insetos que nao escolheram nenhum dos bracos durante os 5 minutos foram considerados como
repeticdes “sem resposta” e desconsideradas das analises (Strapasson et al., 2014). Cada larva
de C. externa foi utilizada apenas uma vez e descartada apos o teste. As posices dos
tratamentos nos bracos do olfatdbmetro foram alternadas a cada duas repeticGes, e o tubo foi
invertido a cada cinco repeti¢fes para excluir qualquer tendéncia de lado. Apds dez repeticdes,
tanto as plantas quanto o olfatdmetro foram substituidos por outros. O olfatbmetro usado
anteriormente era lavado com detergente neutro e enxaguado com agua destilada, acetato de
etila e alcool de 70% e, finalmente, seco em estufa a 60°C.

b) Adultos

Para avaliar a resposta olfativa dos adultos de C. externa, foram utilizadas fémeas com
idade de 10 + 2 dias ap6s a emergéncia, inicio do periodo de oviposicdo. Cada inseto foi
introduzido no braco central do olfatbmetro, com um tempo de resposta maximo de 5 minutos
(Figura 2). Os tubos de conexdo aos bracos foram alternados a cada duas repeticdes, e 0
olfatdbmetro foi invertido a cada cinco repeti¢fes e substituido a cada 10 repeticdes ou quando
houve evidéncia de oviposi¢éo no seu interior. O procedimento da lavagem dos materiais foi o
mesmo descrito para as larvas. Devido ao habito noturno dos insetos adultos dos crisopideos
(Kral; Stelzl, 2013), os testes foram realizados no intervalo de 18 a 22 horas. Cada inseto foi
utilizado uma Unica vez, e ndo houve nenhum tipo de contato prévio com as plantas de cafe.
Foram realizadas 40 repeticdes para cada ensaio, e 0s insetos que ndo fizeram escolha dentro
do tempo limite foram considerados como repeticao “sem resposta’.

No olfatdbmetro, tanto as larvas quanto os adultos foram expostos aos volateis emitidos
pelas plantas. Para avaliar a preferéncia pelos volateis, foram testadas as seguintes
combinac6es: i) Planta sem infestacdo vs. ar limpo, ii) Planta com infestacdo vs. ar limpo e iii)

Planta com infestacdo vs. planta sem infestagéo.
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Figura 2 — Esquema do teste de escolha feita por larvas de segundo instar e adultos de
Chrysoperla externa entre diferentes combinacGes de plantas de cafée em
olfatbmetro.
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Fonte: Do autor (2024)

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software R (versdo 4.3.1) (R Core Team,
2023). Os dados referentes a preferéncia de escolhas pelas larvas de C. externa do ensaio | e
os dados da resposta olfativa, tanto das larvas quanto dos adultos, do ensaio I, foram analisados
utilizando o Modelo Linear Generalizado (GLM) com distribuicdo binomial. levando-se em
considera¢do uma probabilidade de resposta de 50% para cada tratamento. Os dados referentes
a preferéncia para oviposicdo pelas fémeas por plantas com e sem infestacdo foram analisados
utilizando o Modelo de Regresséo de Poisson. As repetigdes consideradas “sem resposta” foram

desconsideras das analises.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio I: Escolha de Chrysoperla externa entre plantas infestadas e ndo infestadas

por Leucoptera coffeella.
a) Larvas

Neste ensaio, objetivou-se avaliar a preferéncia na escolha de larvas de C. externa por
plantas infestadas ou ndo infestadas. No teste de preferéncia das larvas de 2° instar de C. externa
por plantas infestadas ou ndo infestadas, os resultados revelaram uma clara preferéncia por
plantas de café induzidas pela herbivoria por L. coffeella, em comparacdo com aquelas nédo
infestadas. Esta preferéncia foi significativa, com 85% das larvas optando por plantas induzidas
a herbivoria (GLM; df = 30,69; p < 0,001). No entanto, em 15 repeti¢bes as larvas ndo
demonstraram uma preferéncia clara dentro do tempo limite estabelecido, sendo categorizadas

como “sem resposta”, o que representou 27% do total das repeticdes.

Figura 3 - Preferéncia de larvas de segundo instar de Chrysoperla externa por plantas de café
infestadas vs. plantas ndo infestadas por Leucoptera coffeella.
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Fonte: Do autor (2024)

Os resultados deste teste corroboram a primeira hipotese, uma vez que as larvas de 2°
instar de C. externa demonstraram preferéncia pelas plantas de café induzidas a herbivoria por
L. coffeella, em comparacao aquelas ndo infestadas. 1sso sugere que a infestagdo por L. coffeella
desempenhou um papel fundamental nas mudangas do comportamento das larvas de C. externa.

Este resultado é consistente com outros estudos que mostram que as larvas desse crisopideo séo
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atraidas pelos volateis induzidos pela herbivoria em diversas culturas agricolas (Palsson et al.,
2019; Valle; Mujica; Gonzalez, 2023; Zhu et al., 1999).

A herbivoria usualmente ativa moléculas sinalizadoras envolvidas na transmisséo de
sinais induzidos em resposta a infestacédo das plantas (Appu et al., 2021). Em nossa pesquisa, é
provavel que as pistas quimicas tenham influenciado a resposta comportamental do crisopideo,
uma vez que eles preferiram plantas infestadas quando contrastadas com plantas ndo infestadas.
Os volateis induzidos pelas plantas apds a herbivoria por insetos fitofagos (Valle; Mujica e
Gonzalez, 2023), também explicam a preferéncia como resposta comportamental das larvas de
2° instar de C. externa.

A capacidade das larvas em geral discriminarem entre plantas infestadas e néo
infestadas envolve multiplas pistas, incluindo estimulos quimicos, tateis e vibratorios, o que é
fundamental para a localizacdo de habitats ou fontes de alimento (Lim; Ben-Yakir, 2020). A
utilizacéo de multiplas pistas sensoriais aumenta a confiabilidade e o sucesso na localiza¢éo das
presas ou hospedeiro (Lim; Ben-Yakir, 2020; Strube-Bloss; Rdssler, 2018). Embora os insetos
utilizam diferentes pistas, nossos resultados evidenciam a preferéncia olfativa dos insetos
através de pistas quimicas mediadas pelas plantas infestadas e foi corroborado nos testes de
olfatometria.

A metodologia empregada, com testes em condi¢fes controladas, garantiu a validade
dos resultados e permitiu observar o comportamento de escolha das larvas. As estruturas de
fixacdo das pernas dos insetos geralmente podem secretar fluidos, como hidrocarbonetos,
acidos graxos e alcoois, pelas extremidades das cerdas ou pela superficie, durante a caminhada,
0 que desempenha um papel de importancia na adesao ao substrato, mas, contudo, isso ainda é
pouco compreendido (Chapman, 2012). Neste estudo, para descartar a possibilidade de
qualquer tipo de marcacao e a influéncia nos resultados, a arena foi substituida a cada repeticéo.

Por outro lado, é importante considerar que a transferéncia de informacdes quimicas
entre as plantas pode influenciar as interacdes tritroficas (Salerno et al., 2024). Embora os
volateis possam ser emitidos ap0s 24 horas da infestacdo, genotipos especificos de plantas de
soja (Glycine max) podem emitir quantidades significativamente diferentes de volateis
induzidos dependendo da fase de desenvolvimento (10 vezes mais na fase vegetativa) e idade
das folhas (folhas jovens 2,6 vezes mais) (Rostas; Eggert, 2008). Na presente pesquisa, as
plantas de cada tratamento (infestadas e ndo infestadas) foram mantidas isoladas até sua

utilizacdo no experimento, o que descarta a possibilidade da interagcdo planta — planta.
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b) Adultos

Os resultados do teste de preferéncia para oviposicdo apresentados pelas fémeas de C.
externa revelaram que ndo houve uma distincdo significativa na escolha entre folhas de plantas
infestadas e ndo infestadas pelo bicho-mineiro (Poisson, df=24; p =0,7774). Portanto, as fémeas
de C. externa ndo mostraram uma preferéncia clara quanto a selecdo de locais para oviposi¢do
quando foram disponibilizadas plantas induzidas a herbivoria pelo bicho-mineiro vs. plantas
ndo infestadas.

A oviposicdo é um dos aspectos mais importantes do comportamento das fémeas e
influencia diretamente o sucesso reprodutivo (Cury; Prud’homme; Gompel, 2019). Neste teste,
objetivou avaliar a preferéncia de oviposicao por C. externa frente a plantas de café infestadas
e ndo infestadas pelo bicho-mineiro. Surpreendentemente, a hipdtese inicial foi rejeitada, uma
vez que as fémeas ndo mostraram preferéncia entre plantas infestadas e ndo infestadas. Estes
resultados contrastaram com os estudos que demonstraram a atratividade e preferéncia de
oviposi¢do de C. externa por plantas infestadas. Por exemplo, em condi¢Ges de casa de
vegetacdo, Salamanca et al. (2015) observaram que fémeas de C. externa preferiram ovipositar
em roseiras infestadas por Macrosiphum euphorbiae (Thomas) (Hemiptera: Aphididae) em
relacdo a plantas ndo infestadas. Estudos com outras espécies de crisopideos, como Chrysoperla
comanche (Banks), Chrysopa nigricornis (Burmeister) e Chrysoperla rufilabris (Burmeister),
revelaram preferéncia por ovipositar em plantas de noz-pecd, Carya illinoinensis, infestadas
por Monellia caryella (Fitch), Melanocallis caryoefoliae (Davis) e Monelliopsis pecanis Bissell
(Hemiptera: Aphididae)(Kunkel; Cottrell, 2007; Petersen; Hunter, 2002). Utilizando-se iscas
com compostos volateis sintéticos em campo aberto, verificou-se a preferéncia para oviposicao
nas plantas préximas as iscas (Koczor et al., 2015). Neste estudo, a auséncia da preferéncia de
oviposicdo nas plantas infestadas por L. coffeella pode ser explicada por diversos fatores.
Primeiramente, as condicdes de laboratorio podem néo replicar com precisdo as condicfes de
campo devido aos insetos estarem expostos a situacoes de estresse, afetando suas carateristicas
fisioldgicas e comportamentais (Moura; Moura, 2009). Tais condi¢des podem ter influenciado
0 comportamento de C. externa. Ademais, os resultados poderiam diferir devido a que, em
condicGes de laboratério, pode ocorrer o canibalismo das fémeas ao consumirem seus proprios
ovos, sejam aqueles recém- ovipositados ou mesmo durante a oviposicdo. Em condicOes
naturais, iSso raramente ocorre, uma vez que 0s crisopideos ndo mantém contato com seus ovos
apos a oviposicdo (Pinto et al., 2022). Além disso, a composi¢do dos volateis induzidos

emitidos durante o dia e a noite pode ser alterada pela biossintese ligada aos processos
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fotossintéticos (Conchou et al., 2019; Rostés; Eggert, 2008; Singsaas; Sharkey, 1998). O teste
foi conduzido durante a noite, entre 19h e 07h, podendo ter resultado em um perfil de volateis
diferente.

Em condi¢cbes de laboratorio, insetos da familia Coccinellidae ovipositaram em
diferentes locais dentro das gaiolas de criacdo devido a fatores como 0 geotropismo,
fototropismo, higrotropismo e tigmotactismo (Seagraves, 2009). A escala espacial do
experimento pode influenciar significativamente o comportamento de oviposicao de insetos e
deve ser considerada cuidadosamente em testes de campo, uma vez que os insetos tém liberdade
de movimento, refletindo comportamentos pré e pos-pouso de maneira natural (Noriyuki,
2015). Portanto, o teste, sugere projetar experimentos em diferentes escalas espaciais para o

melhor entendimento de comportamento dos crisopideos adultos.

3.2 Ensaios I1: Resposta olfativa de larvas e adultos de Chrysoperla externa aos volateis

de plantas induzidos por Leucoptera coffeella
a) Larvas

Os resultados dos ensaios de resposta olfativa pelas larvas de 2° instar de C. externa no
teste com o olfatdmetro, revelaram padrées distintos de preferéncia em relacdo aos estimulos
olfativos derivados das plantas. As larvas preferiram os volateis de plantas ndao infestadas em
relacdo ao ar limpo. As diferencas entre os tratamentos foram significativas (GLM; X? = 9,3752;
df = 1; p < 0,01). De modo similar, as larvas expostas aos volateis das plantas infestadas vs. ar
limpo mostraram preferéncia pelas plantas infestadas, com uma diferenca altamente
significativa na escolha (GLM; X? = 18,104; df = 1; p < 0,001). Além disso, a0 serem expostas
a escolha no olfatbmetro entre plantas com infestacdo vs. plantas sem infestacdo, observou-se
uma maior preferéncia pelas plantas com infestagdo (67%) (GLM; X% = 9,3752; df = 1; p <
0,01).



47

Figura 4 - Resposta olfativa de larvas de segundo instar de Chrysoperla externa: Plantas de café
infestadas vs. plantas ndo infestadas por Leucoptera coffeella, infestadas vs. ar limpo,
plantas ndo infestadas vs. ar limpo; e proporgao de repeti¢des “sem resposta”.
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Como esperado, nos ensaios em olfatbmetro, as larvas de 2° instar de C. externa
mostraram preferéncia pelos odores das plantas infestadas pelo bicho-mineiro em relacéo
aquelas ndo infestados. Assim, é muito provavel que a resposta preferencial das larvas seja
devido aos volateis induzidos pelas plantas de café infestadas pela praga. Esse resultado
corrobora a hipétese de que os volateis das plantas induzidos pela alimentacdo por L. coffeella
sdo fundamentais para a localizacéo de plantas infestadas.

Estudos prévios evidenciaram a resposta das larvas desse crisopideo por HIPVs, como,
por exemplo, larvas de 2° instar foram atraidas para plantas de pera induzidas a herbivoria por
Cacopsylla bidens (Sulc) (Hemiptera: Psyllidae) e Argyrotaenia sphaleropa (Meyrick)
(Lepidoptera: Tortricidae), com uma preferéncia maior por C. bidens, provavelmente devido ao
aumento do cariofileno sesquiterpénico (Valle; Mujica; Gonzalez, 2023). Além disso,
evidenciou-se que larvas de 3° instar de C. externa utilizam volateis de plantas de caju
(gendtipos CCP-76 e PR0O-143/73) induzidos a herbivoria por Aleurodicus cocois (Curtis)
(Hemiptera: Aleyrodidae) para localizar sua presa (Saraiva et al., 2023).

Resposta similar de preferéncia das larvas de C. externa foi registrada quando avaliada
a herbivoria de Tuta absoluta Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae) em tomateiro (Solanum
lycopersicum), induzindo ao aumento de emissdo dos terpenoides (E)-f-ocimeno,

isoterpinoleno e TMTT (Strapasson et al., 2014). Larvas de L. coffeella provavelmente ativam
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estratégias similares de defesa nas plantas de café devido a seu habito alimentar semelhante ao
de T. absoluta (Ali et al., 2024). Da mesma forma, outras espécies de crisopideos como
Chrysoperla rufilabris (Burmeister) (Neuroptera: Chrysopidae), preferiram plantas de sorgo
DKS37-07 infestadas por afideos em relacdo aquelas ndo infestadas (Russavage et al., 2024).
Os resultados da presente pesquisa sdo consistentes com os de estudos anteriores que mostram
a preferéncia atrativa de C. externa por plantas infestadas.

Em olfatdmetro, houve uma preferéncia significativa das larvas pelas plantas nédo
infestadas quando confrontadas com o ar (branco). Essa escolha pode ser decorrente da
atratividade exercida pelos volateis constitutivos das plantas de C. arabica cv Mundo Novo,
como 0s terpenos ocimeno e 4,8,12 — trimetiltrideca - 1,3,7,11 - tetraeno (TMTT) (Andrade et
al., 2023). Assim, a resposta preferencial olfativa apresentada pelas larvas de C. externa pode
ser devida a percepcdo dos VOCs constitutivos das plantas de café. Esses resultados
assemelham-se aqueles em que se observou a preferéncia significativa de larvas de Plutella
xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) por plantas de repolho néo infestadas em
relacdo ao ar (branco), o que foi atribuido a emiss6es constitutivas de terpenoides e compostos
de enxofre da planta. Quando foram comparadas plantas infestadas vs. ndo infestadas, a
preferéncia foi maior pelas plantas infestadas, nesse caso, ndo unicamente por compostos
constitutivos, mas tambeém por HIPVs, como homoterpeno (E) — 4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno
sintetizado e pelos GLVs (Z)-3-hexenol e acetato de (Z)-3-hexenila (Li; Blande; Holopainen,
2016).

Contrariamente, um estudo mostrou que larvas de 2° instar de C. externa nao
demonstraram preferéncia significativa quando oferecidas plantas de pera ndo infestadas vs. ar
(branco) (Valle; Mujica; Gonzalez, 2023). No entanto, os resultados da atratividade frente a
emissdo dos HIPVs podem ser influenciados pela variacdo genética das culturas, bem como
pelo comportamento dos crisopideos (Russavage et al., 2024). Existem poucas espécies da
familia Chrysopidae que estdo sendo estudadas com relacdo a ecologia quimica (Aldrich;
Zhang, 2016). Neste teste, a combinacéo de plantas nédo infestadas vs. ar limpo nédo evidencia
guais 0s volateis da planta sdo responsaveis por atrair 0s crisopideos, e mais trabalhos sdo
necessarios para determinar se, realmente, 0os compostos volateis constitutivos causam tal
comportamento. Além disso, € importante considerar que o conhecimento sobre a resposta
olfativa dos insetos nédo € suficiente para prever seu comportamento (Conchou et al., 2019).

As larvas dos crisopideos sdo capazes de aprender associar 0s volateis ao tipo de
alimento (Oliveira et al., 2019). Porém, neste teste, as larvas de C. externa foram alimentadas

com dieta artificial (Bezerra; Amaral; Souza, 2017), sem nenhum contato com volateis vegetais,
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descartando a possibilidade de aprendizado e validando os resultados obtidos. Além disso, sabe-
se que os mecanismos de defesa das plantas infestadas envolvem a liberacdo de misturas de
HIPVs atraentes aos inimigos naturais (Guo; Wang, 2019). Para a percepc¢do da mistura de
volateis, as larvas de C. externa utilizam seus 6rgéos olfativos, como os palpos maxilares, as
extensfes antenais (sensilas), além de outros, para se movimentarem e aumentarem sua
capacidade de localizar a presa (Binyameen et al., 2021; Bruce; Pickett, 2011). Essas
informacdes alicercam os resultados da presente pesquisa, demonstrando que as larvas de C.

externa sdo capazes de identificar os compostos volateis induzidos pela herbivoria.
b) Adultos

Os resultados do ensaio de resposta olfativa das fémeas de C. externa em periodo
reprodutivo revelaram padrdes consistentes de escolha em relacdo a diferentes estimulos
olfativos das plantas de café. Na combinacdo de planta sem infestacdo vs. ar limpo, observou-
se uma diferenca significativa na escolha entre os tratamentos (GLM; X2 = 9,3752; df = 1; p <
0,01), com preferéncia na escolha por plantas sem infestacdo (67%). De maneira semelhante,
no contraste entre planta de café com infestacdo vs. ar limpo, os insetos foram atraidos pelas
plantas com infestacdo (77%) (GLM; X? = 21,338; df = 1; p < 0,001). Na terceira combinagc&o,
quando oferecidas plantas infestadas vs. plantas ndo infestadas, a preferéncia olfativa das
fémeas foi direcionada para as plantas induzidas a herbivoria pelo bicho-mineiro (70%) (GLM;
X?%=12,061; df = 1; p < 0,001).
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Figura 5 - Resposta olfativa de fémeas de Chrysoperla externa: Plantas de café infestadas vs.
plantas ndo infestadas por Leucoptera coffeella, plantas ndo infestadas vs. ar limpo,
e plantas ndo infestadas vs. ar limpo; e proporgao de repetigdes “sem resposta”.
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A atracdo de fémeas de crisopideos para a oviposicdo em cultivos agricolas assume
importancia na sua liberagdo como agente de controle bioldgico (Koczor; Szentkiralyi; Téth,
2022). Os resultados da nossa pesquisa revelaram indicios importantes que ajudardo na
compreensdo do comportamento de forrageamento e oviposicao desse crisopideo. As fémeas
mostraram uma preferéncia pelos HIPVs, o que tem implicacdes expressivas para o controle
bioldgico.

Esses resultados podem ser interpretados como uma adaptacdo evolutiva que maximiza
a eficiéncia reprodutiva, assegurando que as larvas eclodam em um ambiente com
disponibilidade de recursos (Alcala Herrera; Campos; Ruano, 2019). Similares resultados com
HIPVs foram evidenciados. Por exemplo, nos ensaios de eletroantenograma (EAG) utilizando
antenas de fémeas de C. rufilabris observou-se sensibilidade ao MeSA. E quando a atratividade
de MeSA sintético foi testada em laboratorio e em casa de vegetagédo, as fémeas mostraram
preferéncia e evidenciaram o aumento na predacao e oviposi¢ao, 0 que ndo ocorreu em campo
aberto, devido a complexidade do ambiente (Salamanca et al., 2019). Outros estudos também
se referem ao salicilato de metila como um composto de interesse na ecologia quimica de
crisopideos (Koczor; Szentkiralyi; Toth, 2022). Atualmente, estdo sendo utilizadas iscas com
compostos de fenilacetaldeido, acido acético e salicilato de metila, na proporcao 1:1:1, como

atrativos para esses insetos, evidenciando a influéncia na preferéncia da escolha do local de
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oviposicao pelos crisopideos (Koczor et al., 2017). Tanto fémeas quanto machos C. carnea
também mostraram maior atratividade pelos compostos fenilacetaldeido e salicilato de metila
(Koczor et al., 2015; Koczor; Szentkiralyi; Téth, 2019; Téth et al., 2009), e também foram
atraidos por 2-feniletanol e por salicilato de metila quando combinado com outros volateis
(Jones et al., 2016). Estas informacdes corroboram a preferéncia dos crisopideos pelos HIPVs,
e provavelmente o salicilato de metila seja um dos responsaveis pela preferéncia da escolha
pelos adultos.

Quando plantas de café cv. Mundo Novo foram expostas a diferentes tipos de herbivoria,
tanto por cochonilha quanto pelo acaro-vermelho do cafeeiro, houve aumento nos niveis de
salicilato de metila em relacdo as plantas ndo infestadas (Andrade et al., 2023). Nesta pesquisa,
o0 provavel aumento da emisséo de salicilato de metila nas plantas induzidas a herbivoria por L.
coffeella talvez possa explicar a atratividade das fémeas de C. externa pelas pistas quimicas.
Contudo, deve-se ressaltar que, tanto os insetos mastigadores quanto os acaros fitofagos sao
conhecidos por provocar vias defensivas especificas das plantas, que sdo diferentes (pelo menos
em parte) daquelas eliciadas por sugadores de seiva (Cascone et al., 2015). Além disso, como
os crisopideos sdo bastante diversos, tratar varias espécies diferentes como um todo pode levar
a confusdo desses fendmenos naturais em pesquisas cientificas (Koczor; Szentkiralyi; Toth,
2022).

Os volateis das plantas podem sofrer variagdes ha composicdo e na quantidade segundo
a reacao de cada genotipo (Degen et al., 2004). Nesta pesquisa, evidenciou-se a influéncia dos
HIPVs ao contrastar plantas de café infestadas contra plantas ndo infestadas, embora as
interacOes tritroficas possam ser influenciadas pela espécie do herbivoro, pelo genétipo da
planta, bem como pelos estagios de desenvolvimento e pelas condi¢des ambientais (Ali et al.,
2024; Meents; Mithofer, 2020). No entanto, os resultados descartam a possibilidade dessas
influéncias, pois foram utilizados insetos fit6fagos da mesma espécie, 0 mesmo cultivar e as
condicBes ambientais controladas em laboratorio.

As fémeas de C. externa mostraram preferéncia pelas plantas nao infestadas em relacdo
ao ar limpo. Resultados similares foram revelados para adultos de Chrysoperla sinica (Tjeder)
(Neuroptera: Chrysopidae) quando oferecidos no olfatbmetro volateis das folhas de Cnidium
monnieri vs. ar limpo, havendo preferéncia pelos volateis das folhas; e quando foi comparado
com os volateis das flores, estes foram mais atrativos. A atratividade das folhas pode ser
explicada pela presenga de compostos como terpenos e alcoois, que atrairam tanto as fémeas
guanto os machos de C. sinica e, além disso, na andlise eletrofisiologica da antena, compostos

como D-Limoneno, linalol e nerolidol induziram respostas eletrofisiologicas mais fortes
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(Huang et al., 2024). Andrade et al. (2023) também relataram sobre a presenca de compostos
derivados de terpenos em plantas ndo infestadas de café cv. Mundo Novo. Os terpenos sdo
compostos quimicos que tem funcdo fundamental na protecdo das plantas e na ecologia
(Toffolatti et al., 2021), o que poderia explicar a preferéncia dos crisopideos pelas plantas néo
infestadas.

Os resultados desta pesquisa e as evidéncias de estudos anteriores fazem supor que as
plantas de café emitem volateis constitutivos, como os terpenos, que podem influenciar no
comportamento e na preferéncia de larvas e adultos de C. externa. Existem muitas lacunas para
serem preenchidas, para melhor compreensao do comportamento dos crisopideos nas interacoes
tri-tréficas nos agroecossistemas.

Apesar das evidéncias apresentadas, estudos mais detalhados sdo necessarios para
identificar quais compostos volateis emitidos por C. arabica, induzidos por L. coffeella,
realmente contribuem para a atratividade das larvas de C. externa. As plantas liberam
compostos volateis em quantidade e qualidade diferentes apds a infestacdo, e a resposta de
atratividade dos crisopideos provavelmente esta relacionada a substancias especificas. Assim,
futuras pesquisas devem focar na identificacdo desses compostos para potencializar estratégias
de controle bioldgico, salientando que os resultados de laboratorio nem sempre sdo diretamente
comparaveis aos de campo aberto (Laznik et al., 2010; Mochizuki et al., 2006).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa investigou a interacdo tritréfica entre planta de café, o bicho-mineiro do
cafeeiro e o crisopideo C. externa. Evidenciou-se que a inducdo a herbivoria pelo bicho-mineiro
determinou o comportamento de atracdo, tanto pelas larvas quanto pelas fémeas adultas de C.
externa. No primeiro ensaio, determinou-se a preferéncia das larvas e dos adultos por plantas
infestadas ou ndo infestadas. No segundo ensaio, avaliou-se unicamente a influéncia das pistas
quimicas utilizando-se HIPVs emitidos por plantas induzidas a herbivoria pelo bicho-mineiro
para determinacdo do comportamento de escolha pelas larvas e fémeas adultas do crisopideo.
Assim, as evidéncias indicam que larvas e fémeas adultas de C. externa tém potencial para
serem utilizadas com sucesso em programas de controle bioldgico em cafezais e que, ainda, seu
comportamento pode ser manipulado por meio de HIPVs. Assim, os resultados sugerem
analisar e identificar o composto volatil especifico (ou compostos volateis especificos)
responsavel pela atratividade do crisopideos. E para os testes de preferéncia para oviposicéo,
se sugere projetar experimentos em diferentes escalas espaciais de modo a melhor entender o

comportamento desse crisopideos relacionado a oviposicéo.



54

5 CONCLUSOES

As larvas de C. externa mostraram preferéncia por plantas de café infestadas por L.
coffeella em comparacao com plantas ndo infestadas.

As fémeas de C. externa ndo responderam de forma significativa aos volateis das plantas
infestadas por L. coffeella quanto a oviposicéo.

As larvas de C. externa confirmaram a atracéo olfativa mediada por VOCs constitutivos
e induzidos por L. coffeella, quando testadas no olfatbmetro e contrastadas entre plantas
infestadas, ndo infestadas e ar limpo.

Embora as fémeas de C. externa ndo tenham apresentado preferéncia por ovipositarem
em plantas infestadas, no olfatdbmetro evidenciaram a capacidade de identificar os HIPVs e

discriminar entre plantas infestadas e ndo infestadas.
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