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RESUMO

Sob o ataque de herbivoros, as plantas ativam mecanismos de defesas induzidos que
desencadeiam a producdo de compostos quimicos, os quais atuam diretamente sobre o
herbivoro ou indiretamente no recrutamento dos seus inimigos naturais. Em contrapartida, 0s
herbivoros desenvolveram estratégias de escape e manipulacdo das defesas do hospedeiro
para se estabelecer nele. Assim, como resultado da herbivoria por uma determinada espécie, a
planta pode se tornar mais suscetivel a colonizagdo de uma segunda espécie e propiciar a
herbivoria multipla, cenario bastante comum em ambientes naturais, mas que ainda é pouco
estudado. A herbivoria multipla, particularmente por herbivoros de guildas alimentares
distintas, induz na planta uma resposta defensiva diferente aquela sob ataque de apenas uma
das espécies, de forma que é dificil prever as consequéncias sobre as interagdes tritroficas.
Neste sentido, com este trabalho buscamos investigar se a infestacdo prévia por Planococcus
minor (Maskell) (Hemiptera: Pseudococcidae), um inseto sugador de seiva que
potencialmente manipula as defesas de plantas, em Coffea arabica L., facilita a infestacdo por
Oligonychus ilicis (McGregor) (Acari: Tetranychidae); e se a herbivoria maltipla por estes
artropodes (sugador de floema e sugador de conteudo celular) altera a atratividade dos
volateis de plantas induzidos pela herbivoria ao &caro predador Euseius concordis (Chant)
(Acari: Phytoseiidae). Em ensaios de arena com chance de escolha, fémeas de O. ilicis foram
testadas frente a pares de plantas ndo infestadas e infestadas por P. minor, e néo
demonstraram preferéncia por um dos hospedeiros, depositando nimeros semelhantes de ovos
em ambos os tratamentos. No entanto, em ensaios sem chance de escolha, nos quais foram
avaliados os numeros de ovos, larvas, ninfas e adultos do acaro, foi verificado que O. ilicis
teve um desempenho superior em plantas ndo infestadas comparado as plantas infestadas por
P. minor. Em relacdo ao terceiro nivel tréfico, ensaios em arena testando apenas a influéncia
das pistas olfativas mostraram que o predador E. concordis orientou-se por volateis emitidos
pelas plantas infestadas com a sua presa O. ilicis, mas ndo foi atraido pelos volateis emitidos
pelas plantas infestadas pela cochonilha-branca, que nao é considerada sua presa. Por fim, os
volateis da planta sob herbivoria multipla (O. ilicis + P. minor) foram tdo atraentes quanto os
da planta infestada pela presa. Desse modo, ao contrario da nossa hipdétese inicial, nosso
trabalho mostrou que a infestacdo pela cochonilha ndo alterou a preferéncia hospedeira do
acaro e impactou o seu crescimento populacional. Apesar disso, a herbivoria multipla por um
sugador de contetdo celular (O. ilicis) e um sugador de floema (P. minor) teve um efeito
neutro sobre a resposta de E. concordis em relacdo a defesa indireta das plantas infestadas
somente com a presa. Esse estudo fornece informacgdes iniciais sobre as interacOes
multitroficas na planta de café envolvendo duas pragas e um importante agente de controle
biolégico de &caros fitéfagos que poderdo ser exploradas no desenvolvimento de taticas de
manejo mais sustentaveis. Sendo assim, futuros estudos serdo realizados a fim de
caracterizarmos a mistura de volateis e os niveis de fitohormonios das plantas de café sob
herbivoria simples e multipla.

Palavras-chave: Acaro predador. Acaro-vermelho-do-cafeeiro. Guildas alimentares.
Herbivoria multipla. Selecdo hospedeira.



ABSTRACT

Plants upon herbivory damage activate induced defense mechanisms that trigger the
production of chemical compounds, which act directly by affecting the herbivore itself, or
indirectly through recruitment of herbivore natural enemies. In contrast, herbivores developed
strategies for escaping or manipulating host defenses and therefore settling on the host. As a
result of herbivory by a particular species, plants can become more susceptible to the
colonization of a second herbivore, facilitating multiple herbivory, which is a very common
scenario in natural environments, but still poorly studied. Multiple herbivory, particularly by
herbivores from different feeding guilds, induces in the plant a different defensive response
from that upon attack of only one species, in a way that it is difficult to predict the
consequences on tritrophic interactions. Thus, we investigated whether previous infestation in
Coffea arabica L. by Planococcus minor (Maskell) (Hemiptera: Pseudococcidae), a sap-
sucking insect that potentially manipulates plant defences, facilitates infestation by
Oligonychus ilicis McGregor) (Acari: Tetranychidae); and whether multiple herbivory by
these arthropods (phloem-sucking and cell-content feeder) alters the attractiveness of
herbivore-induced plant volatiles to the predatory mite Euseius concordis (Chant) (Acari:
Phytoseiidae). Preference of O. ilicis females to non-infested and P. minor-infested plants was
evaluated in arena choice tests. Results showed no preference of the mite for one of the hosts
and females deposited similar numbers of eggs in both treatments. However, in performance
assays, in which the numbers of eggs, larvae, nymphs and adults of each plant were counted,
O. ilicis did better in non-infested plants compared to P. minor-infested plants. In regard to
the third trophic level, in arena tests where mites were exposed only to olfactory cues, the
predator E. concordis oriented to volatiles emitted by plants infested with its prey O. ilicis,
but was not attracted to volatiles emitted by plants infested with the mealybug, which is not
considered their prey. Finally, volatiles released by multiple infested plants (O. ilicis + P.
minor) were as attractive as those emitted by plant infested with only O. ilicis. Thus, contrary
to our initial hypothesis, our study showed that infestation by the mealybug did not alter host
preference of the phytophagous mite and impacted its population growth. Despite this,
multiple herbivory by herbivores from distinct feeding guilds exerted a neutral effect on the
natural enemy's response compared to indirect defences of prey-infested plants. This study
provides initial information about multitrophic interactions in coffee involving two pests and
an important biological control agent of phytophagous mites, that can be explored for
developing more sustainable management tactics. Therefore, future studies will be carried out
in order to characterize volatile blend and phytohormone levels of coffee plants upon single
and multiple herbivory.

Key words: Food guilds. Host selection. Multiple herbivory. Predator mite. Southern Red
Mite.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO GERAL

A coevolucdo de plantas e artrépodes fez com que as interacdes entre eles moldassem
a grande variedade de compostos quimicos que medeiam as interacdes hoje existentes
(FUTUYMA; AGRAWAL, 2009). Devido a suscetibilidade das plantas ao ataque de
herbivoros e/ou patdgenos seus mecanismos de defesa (constitutivos e induzidos) foram
adaptados a fim de suportar ou tolerar tais ataques (PRICE et al., 1980; KARBAN;
BALDWIN, 1997; GATEHOUSE, 2002). Em contrapartida, herbivoros desenvolveram
estratégias para diminuir os efeitos negativos das defesas das plantas e potencializar o seu
préprio desenvolvimento e de sua progénie (KARBAN; AGRAWAL, 2002). Essas estratégias
vao desde a manipulacdo das defesas do hospedeiro até o sequestro de compostos toxicos pelo
herbivoro (DUFFEY, 1980; SARMENTO et al.,, 201la; ZHANG et al.,, 2015; ERB;
ROBERT, 2016; P. GODINHO et al., 2016; VILLARROEL et al., 2016).

Os mecanismos constitutivos promovem a defesa de forma continua nas plantas
(ARIMURA; KOST; BOLAND, 2005), ou seja, sua expressdo é independente da acdo de
herbivoros (GATEHOUSE, 2002). J& os mecanismos de defesa induzidos sdo ativados,
principalmente, pela herbivoria e oviposi¢do de insetos (KARBAN; BALDWIN, 1997;
HILKER; MEINERS, 2002, 2006; HILKER; FATOUROS, 2015), e conferem as plantas
plasticidade fenotipica, permitindo-as alterar o seu fendtipo em resposta a estresses
(SCHLICHTING, 1986; KARBAN; BALDWIN, 1997). Dessa forma, estes mecanismos
proporcionam vantagens para a planta que investe recursos energéticos somente quando esta
sob ameaca, além de reduzir as chances de adaptacdo dos herbivoros (AGRAWAL,;
KARBAN, 1999).

As defesas quimicas induzidas podem afetar o herbivoro diretamente por meio de
substancias tdxicas ou repelentes, ou de forma indireta por meio da emisséo de volateis,
denominados volateis de plantas induzidos pela herbivoria (herbivore-induced plant volatiles,
HIPVs), que recrutam inimigos naturais (predadores ou parasitoides) dos herbivoros (DICKE
et al., 1990b; TURLINGS; TUMLINSON; LEWIS, 1990; KESSLER; BALDWIN, 2002;
HEIL, 2008; DICKE, 2009b). Essa emissdo & desencadeada pelo dano mecénico aliado ao
contato dos tecidos vegetais com substancias presentes na oviposi¢do e na secrecao oral dos
herbivoros (MATTIACCI; DICKE; POSTHUMUS, 1995; TRUITT; WEI; PARE, 2004;
ALBORN et al., 2007; CARROLL; SCHMELZ; TEAL, 2008). Logo ap6s o ataque, 0S

volateis sdo emitidos somente no local do dano e, apds algum tempo, essa emisséo passa a ser
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sisttmica, aumentando a sinalizacdo para o terceiro nivel trofico (DICKE et al., 1990g;
TURLINGS; TUMLINSON, 1992; DICKE, 2009).

A composicao dos HIPVs varia de acordo com a espécie da planta (VAN DEN BOOM
et al.,, 2004), seu oOrgdo atacado (RASMANN et al., 2005; CLAVIJO MCCORMICK;
UNSICKER; GERSHENZON, 2012) e com a espécie e estadio de desenvolvimento do
herbivoro (DE MORAES et al., 1998; YONEYA; KUGIMIYA; TAKABAYASHI, 2009).
Além disso, a emissdo de HIPVs pode ser influenciada por fatores abidticos como
fotoperiodo, umidade do solo e do ar, nivel de fertilizacdo e intensidade luminosa
(GOUINGUENE; TURLINGS, 2002). Apesar da variabilidade dessa composicdo, 0s
inimigos naturais sdo geralmente capazes de identificar a mistura de volateis induzidas pelo
dano da sua espécie presa/hospedeira de maneira inata (DE MORAES et al., 1998) ou apds a
experiéncia e aprendizado (TAKABAYASHI; DICKE, 1992; DE BOER; SNOEREN;
DICKE, 2005).

Ao primeiro sinal de herbivoria diferentes vias de sinalizacdo podem ser acionadas
para mediar as respostas de defesas. As principais vias e seus principais fitohormonios séo: a
via do octadecan6ide modulada pelo acido jasmonico (AJ), a via do acido chiquimico pelo
acido salicilico (AS) e a via do etileno (REYMOND; FARMER, 1998; THALER, 1999;
KESSLER; BALDWIN, 2002; PIETERSE; DICKE, 2007; PINTO-ZEVALLOS et al., 2013).
No entanto, artropodes herbivoros pertencentes a diferentes guildas alimentares acionam
diferentes vias de sinalizacdo (DICKE; VAN LOON; SOLER, 2009). Herbivoros
mastigadores ativam predominantemente a via AJ enguanto que herbivoros sugadores de
floema e xilema ativam a via do AS (MORAN; THOMPSON, 2001; KEMPEMA et al.,
2007; ZARATE; KEMPEMA; WALLING, 2007). Ja os artropodes sugadores de contetdo
celular, como os acaros, podem ativar ambas as vias (DICKE et al., 1999; AMENT et al.,
2004; KANT et al., 2004; ERRARD et al., 2015). Essa especificidade é ecologicamente
importante, pois, geralmente, na natureza as plantas sdo atacadas simultaneamente por
diferentes herbivoros e isto pode influenciar toda uma comunidade ao gerar consequéncias
nas interagdes entre o primeiro, segundo e terceiro niveis troficos (STRAUSS, 1991; VOS et
al., 2001).

Mesmo sendo uma condicdo generalizada na natureza (POELMAN; VAN LOON;
DICKE, 2008), ainda pouco se sabe a respeito das respostas das plantas quando s@o atacadas
por multiplos herbivoros simultaneamente. Sabe-se que as vias do AJ e AS de plantas
atacadas por herbivoros de guildas alimentares diferentes podem atuar de maneira antagonica,

na qual a expressdo de uma pode suprimir a outra (cross-talk negativo) (NIKI et al., 1998;
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THALER, 1999; KOORNNEEF et al., 2008; ZHANG et al., 2009). Além disso, alguns
herbivoros tém a capacidade de manipular o seu hospedeiro ao induzir uma via de sinalizacdo
que ndo medeia as defesas a sua espécie (ZARATE; KEMPEMA; WALLING, 2007),
enquanto outros suprimem essas defesas (SARMENTO et al., 2011). Diante disto, o ataque
prévio ou manipulacdo de um herbivoro pode tornar uma planta mais atrativa e suscetivel ou
repelente e de méa qualidade nutricional para um herbivoro subsequente (KESSLER;
HALITSCHKE, 2007).

Em geral, os estudos mostram que plantas sob herbivoria multipla respondem de modo
diferente que aquelas sob herbivoria simples, o que reflete em diferencas nas misturas de
HIPVs (DICKE; VAN LOON; SOLER, 2009). Até o momento, ndo foi possivel estabelecer
um padrdo sobre o efeito da herbivoria maltipla sobre o terceiro nivel trofico (PAREJA,;
PINTO-ZEVALLQOS, 2016), ou seja, a atratividade da planta ao inimigo natural pode
aumentar (SHIOJIRI et al., 2001; MOAYERI et al., 2007), reduzir (SHIOJIRI et al., 2001,
ZHANG et al., 2009) ou ndo ser alterada (ERB; FORESTI; TURLINGS, 2010).

No contexto de herbivoria maltipla, as informacGes obtidas sdo de grande relevancia
tanto para o contexto ecologico quanto aplicado. A facilidade para obter sementes, cultivar as
plantas e criar artropodes pragas em laboratério, além da viabilidade para execucdo de
bioensaios, sdo vantagens que favorecem a realizacdo de estudos de interagdes em plantas de
interesse agricola. As interagdes multitroficas sdo importantes sob o ponto de vista aplicado
devido ao crescente interesse no controle biolégico como tatica de manejo de pragas em
cultivos agricolas. E sob o ponto de vista ecoldgico devido a necessidade de identificar
padrdes bem como de entender a maneira pela qual essas interacGes séo mediadas.

No ranking mundial, o Brasil aparece em primeiro lugar na producéo e exportacéo de
café, e o estado de Minas Gerais aparece como 0 maior produtor do pais, especialmente de
Coffea arabica L. (CONAB, 2018). A atual demanda tem pressionado o produtor a aumentar
a produtividade e a qualidade do café que sdo frequentemente prejudicados pelo ataque de
diversas pragas (REIS; SOUZA; VENZON, 2002).

Uma das principais pragas na cultura do café é o acaro-vermelho-do-cafeeiro
Oligonychus ilicis (McGregor, 1917) (Acari: Tetranychidae) (FRANCO et al., 2008). O
primeiro relato desse artropode em cafezais brasileiros ocorreu em S&o Paulo em 1950,
quando na época foi referido como Paratetranychus ununguis Jacobi, 1905 (AMARAL,
1951). O acaro-vermelho-do-cafeeiro vive principalmente na face superior das folhas, e
guando atacadas, apresentam aspecto de sujeira devido a fina teia tecida por esse acaro que
adere poeira, detritos e exdvias (FLECHTMANN, 1967; REIS; ALVES; SOUSA, 1997).
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Quanto maior a populacdo desse &caro, mais densas sdo as teias produzidas (CALZA,
SAUER, 1952). Este artropode perfura as células da epiderme e do mesofilo das folhas e
absorve o contetdo celular extravasado (MORAES; FLECHTMANN, 2008). Esse dano torna
as folhas bronzeadas e, consequentemente, diminui a taxa fotossintética (REIS, 2005)
acarretando perdas na producdo. San Juan et al. (2007) verificaram que 60% de folhas
infestadas por essa praga reduziu 65% da producdo. Desde a sua descoberta no Brasil, O.
ilicis é geralmente encontrado em cafeeiros, no entanto, existem relatos para cultivos de
morango e eucalipto (FLECHTMANN, 1983; FADINI et al., 2007).

Além do &caro-vermelho-do-cafeeiro, as cochonilhas-farinhentas (Hemiptera:
Pseudococcidae) sdo reconhecidas pragas dos cafezais brasileiros, e Planococcus minor
(Maskell) (Hemiptera: Pseudococcidae), ou cochonilha-branca, destaca-se como a principal
espécie. Este € um inseto sugador de seiva que infesta preferencialmente a parte aérea da
planta. Porém, sob altas infestagcdes, podem ser encontrados também nas raizes, causando o
definhamento das plantas e perdas superiores a 30% em cultivos de café (SANTA-CECILIA;
REIS; SOUZA, 2002). Esta é uma praga capaz de se alimentar de varias espécies de
hospedeiros selvagens e cultivados (WILLIAMS; DE WILLINK, 1992), sendo ja observada
em cultivos de banana, citros, cacau, milho, uva, manga, batata, berinjela e soja (REDDY;
BHAT; NAIDU, 1997; REDDY; SEETHARAMA, 1997; LIT JR; LIT; CALILUNG, 1998;
VENETTE; DAVIS, 2004).

O meétodo mais utilizado no controle de pragas no cafeeiro é o uso de produtos
fitossanitarios. Para o &caro-vermelho-do-cafeeiro, 0 uso desses produtos pode ser
problematico, pois podem provocar o aumento de suas populacfes. Por exemplo, 0 uso
irracional de fungicidas cupricos para controle de doencas fungicas (REIS; SILVA;
CARVALHO, 1974) e de piretroides utilizados no controle de bicho-mineiro (PAULINI,
D’ANTONIO; MATIELLO, 1980) estimulam o crescimento populacional de &caros em
plantas de café.

Tanto as cochonilhas-farinhentas quanto o acaro-vermelho-do-cafeeiro possuem
inimigos naturais que podem ser explorados como agentes de controle bioldgico. No caso do
acaro, a familia Phytoseiidae compreende espécies importantes de &caros predadores
(PALLINI FILHO; DE MORAES; BUENO, 1992; MCMURTRY; CROFT, 1997) como
Euseius concordis (Chant) (Acari: Phytoseiidae). Este predador apresenta grande relevancia
no controle de acaros das familias Eriophyidae, Tetranychidae e Tenuipalpidae (MORAES;
LIMA, 1983). Além disso, é um dos fitoseideos mais importantes e abundantes em cafeeiros e

matas associadas a esta cultura (FRANCO et al., 2008). O que destaca a importancia da
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conservacdo de fragmentos florestais como ambientes favoréveis para a manutengdo das
espécies deste inimigo natural.

Mesmo a herbivoria multipla sendo comum em ambientes naturais e agricolas, apenas
dois trabalhos trazem informacdes sobre as interacfes entre artropodes sugadores de contetdo
celular e de floema (MOAYERI et al.,, 2007; ZHANG et al., 2009). Porém, dada a
especificidade das respostas das plantas frente ao ataque de seus herbivoros, existe a
dificuldade de se estabelecer padres. Tornando necessarios novos estudos sobre infestacdes
simples e multiplas em diferentes culturas. O cafeeiro, apesar da sua importancia em escala
mundial, ainda carece de dados sobre seus mecanismos de defesas induzidos por artropodes
pragas. Esses dados sdo de grande relevancia para medidas de manejo integrado de pragas,
que busca uma agricultura mais sustentavel e menos agressiva ao meio ambiente.

Considerando estes fatores, nds investigamos se a infestacdo por um inseto sugador de
floema (cochonilha-branca) interfere na atratividade e desempenho de um artrépode sugador
de conteudo celular (&caro-vermelho-do-cafeeiro), propiciando a infestacdo multipla em
plantas de café. Além disso, avaliamos o efeito da herbivoria mdltipla na atratividade do
terceiro nivel tréfico (acaro predador). Pressupomos que a infestacdo prévia do inseto sugador
tornasse a planta mais suscetivel a infestacdo do acaro propiciando um desempenho superior,
ja que pertencem a guildas alimentares distintas. E, também, que as plantas sob infestacdo
maltipla fossem menos atrativas ao predador que aquelas infestadas apenas pelo &caro-

vermelho-do-cafeeiro.
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RESUMO

As plantas sdo comumente infestadas por mdltiplos herbivoros em ambientes naturais e
agricolas. Apesar disso, ainda ndo € claro o efeito da herbivoria multipla, em particular por
espécies de diferentes guildas alimentares, nas defesas induzidas indiretas, que consistem em
sinais importantes na localizacdo de presas por inimigos naturais. Assim, 0 objetivo deste
estudo foi investigar se a infestacdo prévia por Planococcus minor (Maskell) (Hemiptera:
Pseudococcidae) torna as plantas de Coffea arabica L. mais atrativas e suscetiveis ao
desenvolvimento de Oligonychus ilicis (McGregor) (Acari: Tetranychidae); e se a herbivoria
multipla altera a atratividade dos volateis induzidos pela herbivoria ao inimigo natural do
acaro Euseius concordis (Chant) (Acari: Phytoseiidae). Em ensaios em arena, as fémeas de O.
ilicis ndo discriminaram entre planta infestada por P. minor e ndo infestada e depositaram
nameros semelhantes de ovos em ambas. Porém, o desempenho do &caro foi superior nas
plantas nao infestadas do que em plantas infestadas por P. minor. O acaro predador foi atraido
pelos volateis da planta infestada pelo acaro ou sob infestagdo multipla. Porém, E. concordis
preferiu volateis da planta ndo infestada em relacdo aqueles da planta infestada pela
cochonilha, que ndo constitui uma presa. Ja a herbivoria multipla induziu volateis tdo atrativos
guanto os emitidos pelas plantas infestadas somente por O. ilicis. Estes resultados sugerem
que a infestacdo pela cochonilha seguida do &caro € um cenério possivel, e essa co-ocorréncia
dos artropodes ndo interfere na atratividade dos volateis ao acaro predador.

Palavras chave: Acaro-vermelho-do-cafeeiro. Defesas induzidas. Guildas alimentares.
Herbivoria maltipla. Interagdes tritréficas.
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ABSTRACT

Plants are commonly infested by multiple herbivores in both natural and agricultural
environments. Even though the effect of multiple herbivory, particularly involving species of
different feeding guilds, on indirect induced defenses, which are important signals in prey
finding by natural enemies, has yet to be investigated. Thus, the aim of this study was to
determine whether the previous infestation by Planococcus minor (Maskell) (Hemiptera:
Pseudococcidae) makes Coffea arabica L. plants more attractive and susceptible to the
development of Oligonychus ilicis (McGregor) (Acari: Tetranychidae); and whether multiple
herbivory changes the attractiveness of the induced herbivory volatiles to the natural enemy of
the mite Euseius concordis (Chant) (Acari: Phytoseiidae). In arena assays, O. ilicis females
did not discriminate between P. minor-infested and non-infested plants and deposited similar
numbers of eggs on both. However, the mites performed better in non-infested plants than P.
minor-infested plants. The predatory mite was attracted to the volatiles emitted by prey-
infested plants or multiple-infested plants. However, E. concordis preferred volatiles of the
non-infested plants over those of the plants infested by mealybugs, which is not a suitable
prey. Multiple herbivory induced attractive plant volatiles as much as those emitted by plants
infested with only O. ilicis. These results suggest that infestation by mealybugs followed by
mites is a potential scenario in the field, and this co-occurrence of arthropods does not
interfere in the attractiveness of the volatiles to the predatory mite.

Key words: Food guilds. Induced defenses. Multiple herbivory. Tritrophic interactions.
Southern red mite.
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1 INTRODUCAO

As defesas induzidas pela herbivoria podem afetar diretamente os artropodes
herbivoros a partir da producdo de metabdlitos secundarios tdxicos, deterrentes ou
antinutritivos (KESSLER; BALDWIN, 2002; WU; BALDWIN, 2010; WAR et al., 2012), e
indiretamente mediante o recrutamento de inimigos naturais por volateis de plantas induzidos
pela herbivoria (herbivore-induced plant volatiles, HIPVs) (DICKE et al., 1990; VET,;
DICKE, 1992; DICKE; BALDWIN, 2010). Estudos mostram que a reposta induzida da planta
é espécie-especifica e modulada por trés fitohorménios principais: o acido jasmonico (AJ),
acido salicilico (AS) e etileno (REYMOND; FARMER, 1998; THALER, 1999; KESSLER,;
BALDWIN, 2002; PIETERSE; DICKE, 2007). Em geral, o dano de insetos mastigadores
ativa as rotas de sintese de metabdlitos dependentes do AJ, enquanto dos sugadores de floema
induzem aquelas dependentes do AS (MORAN; THOMPSON, 2001; KEMPEMA et al.,
2007; ZARATE; KEMPEMA; WALLING, 2007; WALLING, 2008; THALER;
HUMPHREY; WHITEMAN, 2012). J& a herbivoria por &caros, que sdo sugadores de
conteddo celular, induzem a elevacédo dos niveis de AJ e AS (DICKE et al., 1999; AMENT et
al., 2004; KANT et al., 2004).

Essas alteracfes nos niveis de fitohormdnios causadas por herbivoros podem constituir
um mecanismo de manipulacdo das defesas das plantas, o que é comum na interagdo com
insetos sugadores de floema, porém mais raro com mastigadores (CHUNG et al., 2013).
Moscas-branca e pulgdes sdo exemplos de sugadores de floema que induzem o aumento de
AS, causando uma interagdo antagonista com a rota do AJ (cross-talk negativo) (ZARATE;
KEMPEMA; WALLING, 2007; DUBEY et al., 2013), que € responsavel pela modulacéo de
defesas contra herbivoria (KESSLER; BALDWIN, 2002), e consequentemente, torna a planta
mais suscetivel.

Os acaros fitdfagos, principalmente da familia Tetranychidae, também s&o conhecidos
por manipularem o sistema de defesa da planta, porém, diferentemente dos insetos sugadores
de floema, o mecanismo envolvido ndo esta associado a alteracbes nos niveis de
fitohormonios. Os poucos estudos existentes mostram que a herbivoria dos acaros suprime a
expressao dos genes regulados pelo AJ e AS, ou seja, uma etapa abaixo na cascata bioquimica
da sintese de defesas induzidas (GLAS et al., 2014; ALBA et al., 2015, DE OLIVEIRA;
PALLINI; JANSSEN, 2019).

Neste contexto, a infestacdo por uma espécie de herbivoro que manipula as defesas da

planta pode promover condicdes ideais para o estabelecimento de uma segunda espécie,
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favorecendo a herbivoria mdltipla (STAM et al., 2014). Na ultima década, houve um
crescente interesse por informagdes sobre herbivoria multipla por ser comumente observada
em ambientes naturais e agricolas (KROES et al., 2016; PAREJA; PINTO-ZEVALLOS,
2016; SILVA et al., 2017). Estudos mostraram que a resposta induzida da planta sob
herbivoria multipla difere em relacdo a herbivoria por apenas uma das espécies, podendo
afetar o terceiro nivel tréfico devido a mudancas na composicdo de HIPVs (DICKE; VAN
LOON; SOLER, 2009).

Apesar da infestacdo multipla geralmente alterar a emisséo de volateis, a atratividade
ao inimigo natural pode ser igual, maior ou menor em relagcdo aos volateis emitidos por
plantas infestadas por apenas um herbivoro (SHIOJIRI et al., 2001; MOAYERI et al., 2007;
RASMANN; TURLINGS, 2007; DE BOER et al., 2008; DICKE; VAN LOON; SOLER,
2009b; ERB; FORESTI; TURLINGS, 2010; DA SILVA; FRANCA; PAREJA, 2016). Ainda
é dificil estabelecer um padréo sobre o efeito da herbivoria multipla nas defesas induzidas de
plantas com base na literatura, particularmente, em relacdo a herbivoria mdltipla por
herbivoros com diferentes modos de alimentacdo (PAREJA; PINTO-ZEVALLOS, 2016).

A herbivoria pelos acaros fitéfagos Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) e
Tetranychus evansi Baker & Pritchard (Acari: Tetranychidae) em plantas de importancia
econbmica, como tomate e feijdo, tem se tornado modelo da investigacdo sobre a inducéo e
supressdao de defesas, com importantes implicagdes para coespecificos e &caros
heteroespecificos (SARMENTO et al., 2011; ALBA et al., 2015; GODINHO et al., 2016;
PAULO et al., 2018; DE OLIVEIRA; PALLINI; JANSSEN, 2019). Diferentemente de T.
evansi, que € um especialista e consistentemente suprime as defesas, a inducéo ou supressao
de defesas da planta pelo &caro polifago T. urticae parece variar de acordo com a populagéo
(ALBA et al., 2015), a espécie hospedeira (HARRISON; KARBAN, 1986; KIELKIEWICZ,
1988; PALLINI; JANSSEN; SABELIS, 1997) e a densidade (HORIUCHI et al., 2003).
Devido a essas particularidades da interacdo entre planta e acaros fitdfagos, além das
apresentadas anteriormente, a herbivoria mdltipla por acaros, que séo sugadores do conteido
celular, e herbivoros com outro modo de alimentacdo deve ser melhor investigada no contexto
das interagdes tritroficas (DE BOER et al., 2008; MENZEL et al., 2014).

Somente os trabalhos de Moayeri et al. (2007) e Zhang et al. (2009) abordaram o
efeito da herbivoria maltipla por acaros (T. urticae) e insetos sugadores de floema sobre o
terceiro nivel trofico e encontraram resultados diferentes. No primeiro caso, a infestacdo
maltipla em plantas de pimenta por T. urticae e Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera:

Aphididae) aumentou a atratividade dos volateis para o predador Macrolophus caliginosus
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Wagner (Heteroptera: Miridae). Enquanto no sistema estudado por Zhang et al. (2009),
plantas de feijdo infestadas simultaneamente por T. urticae e Bemisia tabaci (Gennadius)
(Hemiptera: Aleyrodidae) foram menos atrativas para o acaro predador Phytoseiulus
persimilis Athias-Henriot (Acari: Phytoseiidae) que aquelas infestadas apenas pela sua presa.
Em vista disso, mais informagfes sdo necessarias sobre a herbivoria maltipla combinando
acaros fitofagos e sugadores de floema, especialmente envolvendo outras espécies de acaros,
além do acaro-rajado.

O éacaro-vermelho-do-cafeeiro, Oligonychus ilicis (McGregor) (Acari: Tetranychidae),
parece ser nativo dos Estados Unidos, onde se alimenta de uma ampla gama de hospedeiros
(PRITCHARD; BAKER, 1955; JEPPSON; KEIFER; BAKER, 1975; DENMARK;
WELBOURN; FASULO, 2006). No Brasil, a espécie foi detectada em plantas de café em
1950 (AMARAL, 1951) e logo se estabeleceu como praga secundaria, acarretando em perdas
significativas na produtividade (SAN JUAN et al., 2007) . Diferentemente das populac¢des do
hemisfério norte, no Brasil, O. ilicis é encontrado predominantemente em plantas de café e
raramente em outras plantas hospedeiras, sugerindo ser especialista (FLECHTMANN, 1983;
FADINI et al., 2007; FRANCO et al., 2008).

Um outro herbivoro comumente encontrado em cafeeiros é o inseto sugador de floema
Planococcus minor (Maskell) (Hemiptera: Pseudococcidae), conhecido como cochonilha-
branca que também pode ser uma importante praga em algumas regides do Brasil (SANTA-
CECILIA; REIS; SOUZA, 2002). Os estudos que trataram da inducdo de defesas de plantas
por cochonilhas mostram que a herbivoria por esses insetos promove a supressdo de defesas
moduladas pelo AJ por meio do cross-talk negativo via ativacdo do AS (ZHANG et al., 2011,
2015; TIMM; REINEKE, 2014), assim como outros insetos da mesma guilda alimentar.

Acaros predadores da familia Phytoseiidae sdo importantes agentes de controle de
acaros praga (DE MORAES et al. 2004), o que destaca a importancia do controle bioldgico no
manejo destes artrépodes em campo. O &caro predador Euseius concordis (Chant) (Acari:
Phytoseiidae), um dos fitoseideos mais importantes e abundantes em cafeeiros, foi escolhido
como inimigo natural do acaro-vermelho-do-cafeeiro no sistema em estudo (FRANCO et al.,
2008). Mesmo sendo um acaro generalista, que se alimenta de poélen, néctar e diferentes
especies de acaros, este é considerado um predador bastante voraz e tem papel fundamental
no controle das populagdes de acaros (MORAES; LIMA, 1983; MCMURTRY; CROFT,
1997).

Dada a importancia econémica mundial do café e a escassez de informagGes sobre as

interacdes acaro-inseto sugador de floema mediadas pelas defesas das plantas, 0 nosso estudo
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investigou duas questdes centrais: (i) a infestagcdo prévia por um herbivoro sugador de floema
(P. minor) influencia a colonizacédo e estabelecimento de O. ilicis?; (ii) a herbivoria multipla
por estes dois herbivoros de guildas alimentares distintas interferem na atratividade do
inimigo natural do acaro pelos HIPVs? Considerando que a cochonilha suprime as defesas da
planta hospedeira via cross-talk negativo entre as rotas do AJ e AS, n6s esperdvamos que: (i)
a infestacdo prévia de P. minor propiciasse a colonizacdo e crescimento populacional de O.
ilicis e, consequentemente, a herbivoria multipla pelas duas espécies em plantas de café; (ii) a
planta sob infestacdo maltipla emitisse uma mistura de HIPVs menos atrativa ao predador E.
concordis que a planta infestada apenas pela sua presa. As informacdes obtidas neste estudo
agregam conhecimentos a literatura sobre os efeitos da herbivoria maltipla por artropodes
herbivoros de guildas alimentares distintas (sugador de contetdo celular e sugador de floema)
na resposta do inimigo natural aos volateis das plantas. Ja no contexto aplicado, os resultados
fornecem um entendimento inicial sobre as interagdes multitroficas em plantas de café que
serve de base para futuros estudos com foco no desenvolvimento de taticas de manejo

sustentavel de pragas cafeeiras.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Plantas e Artrépodes

Sementes de Coffea arabica L. (cv Mundo Novo) foram semeadas e cultivadas em
casa de vegetacdo livre de artrépodes e sem controle de temperatura e luz (Lavras, MG,
Brasil) (FIGURA 1). Para a semeadura foram utilizados sacos de polietileno perfurados (14 x
18 cm) contendo uma mistura de solo, substrato comercial (TropStrato HT, Vida Verde, Mogi
Mirim, SP, Brasil) e areia, em uma proporcdo de 2:1:1. As plantas foram irrigadas
diariamente e adubadas quinzenalmente com fertilizante mineral (FH 460, Fertilizantes
Heringer S.A., Paulinea, SP, Brasil) até a realizagdo dos ensaios. Nos experimentos foram
usadas plantas de café com 5 a 7 pares de folhas.

As criagdes dos acaros fitofago (O. ilicis) e predador (E. concordis) foram iniciadas a
partir de individuos adultos coletados em campos de C. arabica isento de aplicacdo de
produtos fitossanitarios (Lavras, MG, Brasil). Ambas criagdes foram mantidas no laboratério
com condicdes controladas (25°C + 2°C, 70 = 10% de UR e 12 horas de fotofase) seguindo os
métodos descritos em Reis et al. (1997) para o acaro fitéfago, e Reis e Alves (1997) para o
acaro predador (FIGURA 2).
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A criacdo da cochonilha-branca (P. minor) foi iniciada a partir de individuos coletados
em frutos de cacau (Theobroma cacao L.) que foram identificados pelo Dr. Ernesto Prado. A
criacdo foi mantida em aboboras (Cucurbita maxima L. cv Cabotchd) em sala climatizada (25
+2°C, 70 £ 10% de UR) utilizando metodologia semelhante a de Lepage (1942).

2.2 Selegdo hospedeira de O. ilicis

Foi avaliada a preferéncia hospedeira de fémeas adultas de O. ilicis entre plantas
infestadas por cochonilha (PIC) e plantas ndo infestadas (PNI) em testes com chance de
escolha em arenas. Trinta dias antes dos ensaios, as plantas de café foram infestadas com 10
fémeas de P. minor com ovissaco e cobertas individualmente por sacos de tecido voile.
Paralelamente, foram obtidas plantas ndo infestadas, que foram cobertas individualmente por
sacos de tecido voile e mantidas sob as mesmas condi¢des e periodo de tempo que PIC
(Tabela 1). Os experimentos foram conduzidos em arenas retangulares de poliestireno (22 x
24 x 28 cm), as quais continham, nas bases, dois orificios circulares (7 cm de diametro), por
onde foram inseridas as plantas, uma de cada tratamento. Assim, o solo do vaso das plantas
ficou na altura do assoalho da arena que foi revestido com papel aluminio até a base do caule,
facilitando o acesso dos &caros as plantas (FIGURA 3). Entre cada par de plantas foi disposta
uma arena circular confeccionada com folha de cafeeiro contendo 60 fémeas adultas de O.
ilicis, isoladas da criacdo 24 h antes dos ensaios. Em seguida, a parte superior das gaiolas foi
coberta por voile. Apo6s 48 h da liberacdo das fémeas, os testes foram encerrados e as folhas
de cada plantas foram destacadas para contagem das fémeas e ovos em laboratorio sob o
microscopio estereoscopio. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo sob condigdes

néo controladas e contou com 10 repeticoes.

2.3 Desempenho de O. ilicis

Foi avaliado o crescimento populacional do acaro-vermelho-do-cafeeiro em plantas
infestadas por cochonilha (PIC) e plantas ndo infestadas (PNI), obtidas da maneira descrita
anteriormente (TABELA 1). Para a infestacéo inicial, foi colocada uma arena circular de folha
de cafeeiro contendo 50 fémeas de O. ilicis no terco médio de cada planta, que foi coberta
individualmente por um saco de tecido voile (FIGURA 4). Ap6s 15 dias, as folhas de cada
planta foram destacadas e os ovos, larvas, ninfas e adultos (machos e fémeas) contados em
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laboratorio sob o microscopio estereoscopio. O experimento foi realizado em casa de
vegetacdo e continha 10 repetig0es.

2.4 Tratamentos dos testes com E. concordis

De acordo com os resultados de ensaios comportamentais da cochonilha-branca (L.
Sales, dados ndo publicados) e os obtidos neste estudo, é mais provavel que plantas de café
sejam infestadas primeiramente por O. ilicis, que induz a suscetibilidade do hospedeiro a P.
minor, do que na sequéncia inversa. Dessa maneira, para o ensaio de preferéncia olfativa do
acaro predador E. concordis, o tratamento planta sob infestacdo multipla (PIM) foi infestado
primeiramente por 75 fémeas e 8 machos de O. ilicis, considerando a razdo sexual da espécie
(REIS; ALVES; SOUSA, 1997), e no 11° dia, infestado com 10 fémeas de P. minor com
ovissaco que permaneceram, juntamente com os &caros, até o 30° dia. Seguindo esses tempos
das infestagGes aos quais a PIM foi submetida, a planta infestada pela cochonilha (PIC)
recebeu 10 fémeas de P. minor com ovissaco por 20 dias, e a planta infestada por acaro (PI1A)
75 fémeas e 8 machos de O. ilicis por 30 dias (TABELA 1). Apos as infestaces, as plantas de
todos os tratamentos foram cobertas individualmente por saco de tecido voile e mantidas na
casa de vegetacdo até 0 uso nos ensaios. As plantas ndo infestadas (PNI) foram também
recobertas por sacos de voile e permaneceram sob as mesmas condi¢fes dos tratamentos

anteriores.

2.5 Preferéncia olfativa de E. concordis aos volateis de plantas

A resposta olfativa das fémeas de E. concordis foi avaliada em ensaios
comportamentais em arena, nos quais foram testadas as seguintes combinagdes de
tratamentos: (i) branco vs. planta ndo infestada (PNI); (ii) planta ndo infestada (PNI) vs. planta
infestada por acaro (PI1A); (iii) planta infestada por cochonilha (PIC) vs. planta ndo infestada
(PND); (iv) branco vs. planta ndo infestada (PNI); (v) planta infestada por cochonilha (PIC) vs.
planta infestada por &caro (PIA); (vi) planta ndo infestada (PNI) vs. planta sob infestacdo
maltipla (PIM); (vii) planta infestada por &caro (PIA) vs. planta sob infestacdo multipla
(PIM); e, (viii) planta infestada por cochonilha (PIC) vs. planta sob infestacdo multipla (PIM).
O branco constituiu em um papel cartdo de cor e formato similares a folha de café (FIGURA
5).
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Os ensaios foram realizados no laboratorio durante periodo diurno, entre 8:00 — 17:00.
Foram confeccionadas arenas circulares (16 cm de didmetro) com laminas pléasticas de cor
preta, cujas extremidades continham dois orificios (3 cm de diametro cada) cobertos por
tecido de voile (Figura 6A). As folhas das plantas, uma de cada tratamento, foram
posicionadas acima da cobertura de voile, permitindo a passagem de ar e impedindo o contato
direto do predador com a planta. As arenas foram sustentadas por trés hastes de madeira
inseridas em uma placa de poliestireno, sendo a haste central o ponto de liberacdo dos acaros
e superficie para a movimentacao até sua escolha (FIGURA 6B). Uma fémea de E. concordis
foi liberada individualmente na haste central em um ponto a 10 cm da lamina preta com os
tratamentos. A escolha do acaro predador foi considerada se ele: (i) caminhava sobre o voile
de um dos orificios, (ii) se a fémea permanecia durante 10 segundos no raio de 1 cm no
entorno de um dos orificios; ou (iii) se a fémea saisse da lamina preta na regido
correspondente a area na qual a folha do tratamento estava posicionada (FIGURA 6A). Se em
10 minutos a fémea ndo respondesse ou saisse da arena em regiGes ndo especificadas
anteriormente, foi considerada “sem resposta” e, consequentemente, excluida das analises
estatisticas. A cada fémea testada, os tratamentos foram invertidos de lado a fim de evitar
qualquer tipo de viés ou tendéncia devido a pistas ambientais. Cada fémea foi testada uma
Unica vez. Foram realizadas 5 repeticdes para cada ensaio, que consistiram em pares de

plantas, e testadas 10-13 fémeas por par de planta.

2.6 Andlises Estatisticas

Os dados de contagem dos ensaios de selegdo hospedeira e desempenho de O. ilicis
foram analisados através de modelos lineares generalizados (GLM). Para a escolha do melhor
modelo, foi utilizado o critério do parametro de dispersédo dos residuos. Os dados se ajustaram
melhor a distribuicdo Poisson, no entanto, foi detectada overdispersion e posterior escolha do
modelo Quasi-Poisson. Ja os dados de escolha das fémeas de E. concordis foram analisados
pelo teste binomial, considerando a distribuicdo de 50% para cada tratamento. Todas as
analises estatisticas foram realizadas no software estatistico R (versdo 3.4.0) (Vienna,
Austria).

3 RESULTADOS

3.1 Selecdo hospedeira e desempenho de O. ilicis
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As fémeas de O. ilicis ndo discriminaram entre plantas infestadas pela cochonilha
(PIC) e néo infestadas (PNI) como hospedeira (teste F, F116= 2,308 , P = 0,1482, Figura 7A)
e depositaram numeros similares de ovos nos dois tratamentos (teste F, F116 = 1,239 , P =
0,2831, Figura 7B).

Quando avaliados individualmente, os nimeros de ovos, ninfas, fémeas e machos
foram maiores em PNI do que PIC (teste F, ovos: F117= 14,198, P < 0,01 (A); larvas: Fy 17 =
2,7316, P = 0,1167 (B); ninfas: Fy17= 8,9742, P < 0,01 (C); fémeas: F1,7= 5,818, P < 0,05
(D); machos: F;17 = 8.5996, P < 0,01 (E), Figura 8), evidenciando o desempenho 2,3 vezes
superior de O. ilicis em PNI.

3.2 Preferéncia olfativa de E. concordis aos volateis emitidos pelas plantas de café

O acaro predador E. concordis ndo foi atraido pelos volateis da planta ndo infestada
(PNI) frente ao branco (papel cartdo verde) (teste binomial, P = 0,6718), mas foi atraido pelos
volateis da planta infestada pela sua presa, O. ilicis (planta infestada pelo acaro, PIA) (teste
binomial, P < 0,001). Por outro lado, o acaro predador preferiu os volateis liberados pela PNI
a plantas infestadas pela ndo presa, a cochonilha P. minor (PIC) (teste binomial, P < 0,01).
Para avaliar uma possivel repeléncia dos odores de PIC, esse tratamento foi contrastado com o
branco, mas os acaros ndo foram atraidos por PIC (teste binomial, P = 0,6718). Quando 0s
acaros foram simultaneamente expostos aos odores emitidos pela PIC e PIA, eles preferiram a
planta infestada pela sua presa (PIA) (teste binomial, P < 0,001). Em relacdo a herbivoria
multipla pela presa e a ndo presa, o predador preferiu os volateis emitidos pelas plantas sob
infestacdo maltipla (P1M) quando expostas aos emitidos por PNI (teste binomial, P < 0,01) ou
PIC (teste binomial, P < 0,001). Porém, o acaro predador ndo discriminou os volateis de PIM

frente aqueles emitidos por PIA (teste binomial, P = 0,098, Figura 9).

4 DISCUSSAO

Em geral, a herbivoria por insetos sugadores de floema, como a cochonilha-branca,
induz a suscetibilidade das plantas aos herbivoros devido ao cross-talk negativo com a rota do
AJ, principal modular dessas defesas induzidas contra herbivoros (ZARATE; KEMPEMA,;
WALLING, 2007; WALLING, 2008). Com base nisso, esperdvamos que a infestacdo pela

cochonilha em plantas de café favorecesse a colonizacdo e multiplicacdo do &caro. No
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entanto, os resultados contrariaram a nossa hipotese, ja que a herbivoria pela cochonilha néo
alterou a escolha hospedeira do &caro-vermelho-do-cafeeiro O. ilicis e afetou negativamente o
seu desempenho.

A falta de discriminacdo de um hospedeiro adequado para a sua alimentacdo e
desenvolvimento da prole sugere que a selecdo hospedeira por fémeas de O. ilicis contraria a
teoria de forrageamento 6Otimo (STEPHENS; JOHN, 1986) e hipoOtese de preferéncia-
desempenho (THOMPSON, 1988). Estudos prévios mostram que o comportamento de
selecdo hospedeira por uma espécie de tetraniquideo modelo (T. urticae) é complexo e
raramente concorda com a hipétese de preferéncia-desempenho (AGRAWAL, 2000; EGAS;
NORDE; SABELIS, 2003). Os &caros possuem alta capacidade de adaptacdo em hospedeiros
menos adequados devido a diversas caracteristicas, entre elas, a alta taxa de reproducéo e a
limitada habilidade de dispersdo nos ambientes, que pode ser dependente de correntes de ar
(BOYKIN; CAMPBELL, 1984; MAGALHAES et al., 2007). Desse modo, 0 gasto energético
para procurar por um hospedeiro de maior qualidade deve ser maior do que 0s custos para
lidar com as defesas de plantas (AGRAWAL, 2000) e a preferéncia hospedeira ndo deve
exercer uma pressao seletiva relevante aos acaros.

A menor adequabilidade hospedeira da planta infestada pela cochonilha para o &caro-
vermelho-do-cafeeiro pode ter sido resultante de um efeito direto da presenca da cochonilha,
e/ou indireto devido a inducdo de alteragdes na planta. Aparentemente, os dois herbivoros ndo
competem pelo mesmo recurso alimentar, ja que o acaro se alimenta de células
parenquimaticas e a cochonilha de seiva do floema. Porém, o grande volume de honeydew
excretado pelas cochonilhas pode ter reduzido a area disponivel para oviposi¢do, alimentacéo
e, até mesmo, movimentagdo dos acaros, impactando a sobrevivéncia e reproducéo. Além do
efeito direto, é possivel que o préprio aumento do AS, induzido pela herbivoria da cochonilha
como mecanismo manipulativo das defesas da planta (ZHANG et al., 2015), tenha
desencadeado 0 aumento da resisténcia da planta ao acaro-vermelho-do-cafeeiro. De maneira
contraria ao padrdo estabelecido na literatura de que o AJ é a principal molécula sinalizadora
das defesas contra herbivoros, alguns estudos mostram que o AS também desempenha papel
importante na regulacdo de defesas induzidas de plantas contra acaros (AMENT et al., 2004;
SARMENTO et al., 2011; ALBA et al., 2015). Dessa forma, estudos futuros devem avaliar,
isoladamente, os efeitos direto e indireto da infestagdo pela cochonilha-branca sobre o
desempenho do &caro e, assim, revelar a contribuicdo de cada um deles na interagcdo entre os
dois herbivoros com o seu hospedeiro. Ao contrario do nosso estudo, no qual verificamos que

a infestacdo pela cochonilha ndo interfere na colonizacdo inicial pelo acaro-vermelho-do-
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cafeeiro, um outro estudo do nosso grupo de pesquisa (Sales L., dados ndo publicados)
verificou que ninfas de 3° instar da cochonilha-branca exibem forte preferéncia por plantas
infestadas pelo &caro-vermelho-do-cafeeiro. Em vista disso, apesar da probabilidade de
colonizacdo pelo &caro em uma planta com cochonilha ser aparentemente igual a de uma
planta ndo infestada, é mais provéavel que a infestacdo multipla em plantas de café resulte da
infestagcdo pelo &caro seguida da cochonilha. Por esse motivo, nds adotamos a sequéncia de
infestacdo mais provavel (acaro seguida de cochonilha) para testar a resposta do predador
frente aos HIPVs emitidos pela planta sob infestacdo mdltipla.

A resposta olfativa do predador E. concordis aos HIPVs foi congruente com a
presenca da presa na planta. Os volateis da planta infestada pelo acaro foram atraentes frente
aos emitidos pela planta ndo infestada ou planta infestada pela cochonilha (ndo presa). No
entanto, quando o acaro predador foi exposto aos volateis de plantas infestadas por cochonilha
e plantas ndo infestadas, o predador preferiu as plantas néo infestadas. Esse resultado poderia
ser devido a um efeito repelente, porém, os &acaros predadores ndo tiveram qualquer
preferéncia entre os odores da planta infestada pela cochonilha vs. branco. Ademais, os odores
da planta ndo infestada ndo foram atraentes para os acaros predadores, sugerindo que 0s
volateis da planta infestada pela cochonilha devem ser menos preferidos em relacdo aos da
planta ndo infestada.

Sob o ataque de multiplos herbivoros, presas e ndo presas, mecanismos de defesa
dependentes dos diferentes fitohormonios poderiam ser supressos ou induzidos sob maior
intensidade, alterando as respostas defensivas das plantas quando comparadas aquelas
induzidas por apenas um herbivoro (SHIOJIRI et al., 2001; MOAYERI et al., 2007) e gerar
efeitos positivos (MOAYERI et al., 2007), negativos (ZHANG et al., 2009) ou neutros (ERB;
FORESTI; TURLINGS, 2010) na atratividade ao predador. Nossos resultados mostraram que,
apesar do efeito de ndo preferéncia dos odores da planta infestada pela cochonilha, a
herbivoria multipla pelo &caro presa e a cochonilha-branca induziu a emissdo de volateis
igualmente atrativos aqueles emitidos pela planta sob herbivoria simples pelo acaro-
vermelho-do-cafeeiro para E. concordis. O efeito atenuante na atratividade dos volateis, sob
herbivoria maltipla do &caro e da cochonilha, era esperado devido a reducéo dos niveis de AJ
como resultado da ativacdo de AS pelo ataque do inseto sugador, como demonstrado por
Zhang et al. (2009). No entanto, como a herbivoria pelo &caro pode também induzir o AS,
além do AJ, o acaro predador pode se orientar por volateis resultantes de rotas moduladas
pelo AS e AJ, como é o caso do salicilato de metila (AMENT et al. 2004), que é conhecido
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pela sua atratividade a alguns acaros predadores fitoseideos (DE BOER; DICKE, 2004;
ISHIWARI; SUZUKI; MAEDA, 2007; GADINO; WALTON; LEE, 2012).

A vantagem da falta de habilidade do &caro predador E. concordis em discriminar 0s
HIPVs emitidos das plantas infestadas somente pela sua presa daquelas infestadas com a presa
e cochonilha é questionavel. Primeiramente, a abundancia da presa é cerca de 2,3 vezes menor
em plantas sob herbivoria multipla do que plantas infestadas somente com acaros. Além
disso, a movimentacdo dos acaros predadores nas plantas sob infestacdo multipla deve ser
prejudicada pela cobertura de folhas e galhos pelo honeydew excretado pelas cochonilhas,
podendo leva-los a morte, caso figuem aderidos. Em vista disso, 0 custo energético no
forrageamento pelos &caros predadores deve ser superior em plantas sob herbivoria maltipla
do que em plantas infestadas somente pelo acaro presa.

Em conclusdo, nosso estudo mostrou que a infestacdo pela cochonilha-branca em
plantas de café ndo interfere na probabilidade de colonizacdo pelo &caro-vermelho-do-
cafeeiro. O compartilhamento da planta pelos dois herbivoros tem efeito neutro sobre a
atratividade dos HIPVs para o acaro predador E. concordis, o que difere dos dois estudos
sobre a resposta do terceiro nivel trofico aos volateis induzidos pelo ataque simultaneo de
acaros e insetos sugadores de floema (MOAYERI et al., 2007; ZHANG et al., 2009). Isso
demonstra que a inducdo de defesas por herbivoros sugadores de contetido celular e de floema
apresenta efeitos variaveis na atratividade de inimigos naturais, 0 que ndo permite o
estabelecimento de padrdes e corrobora com a necessidade de maiores informac6es. Estudos
futuros irdo investigar a regulacdo dos fitohorménios das plantas de café sob infestacdo
simples e multipla com os dois herbivoros, bem como o perfil quimico dos volateis liberados
por essas plantas com o objetivo de identificar compostos candidatos responsaveis pela
atracdo do &caro predador. Ademais, destacamos a importancia de mais estudos que tratem da
herbivoria maltipla envolvendo acaros fitéfagos e sugadores de floema a fim de entendermos
melhor as interacGes tritroficas em cenarios mais complexos e proximos a realidade dos

ambientes naturais.
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TABELAS

Tabela 1 — Tempo e sequéncia de inducgéo utilizados para obter os tratamentos testados nos
ensaios de Escolha hospedeira e Desempenho de Oligonychus ilicis, e de
Resposta Olfativa de Euseius concordis. Os tempos de inducéo foram definidos
a partir de pré-testes, e a sequéncia de infestacdo mdaltipla a partir dos dados
obtidos do trabalho de Sales, L. (Dados ndo publicados).

Ensaios
Tratamentos
Escolha hospedeirade  Desempenho de Resposta olfativa de E.
O. ilicis O. ilicis concordis
Planta ndo infestada  Auséncia de herbivoria Aﬁuscte)r)ma_de Auséncia de herbivoria
(PNI) erbivoria

Planta infestada com 10 fémeas de P. minor 10 fémeas de P. 10 fémeas de P. minor com

P. minor com ovissaco por 30 minor com ovissaco por 20 dias
(PIC) dias ovissaco por 30

dias
Planta infestada com 75 fémeas e 8 machos de
0. ilicis i i 0. ilicis por 30 dias
(PIA)

Planta infestacéo
com O. ilicis +
P.minor

(PIM)

75 fémeas e 8 machos de
- - O. ilicis por 10 dias e 10
fémeas de P. minor com
ovissaco por 20 dias,
totalizando 30 dias de
inducéo
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FIGURAS

Figura 1 — Coffea arabica L. (cv Mundo Novo) em diferentes estadios
fenoldgicos cultivadas em casa de vegetacéo.

Cultivo de Coffea arabica L. (cv Mundo Novo) em sacos de polietileno perfurados (14 x 18 cm)
contendo uma mistura de solo, substrato comercial e areia, em uma propor¢do de 2:1:1,
respectivamente.

Fonte: do autor (2019).
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Figura 2 — Criacdes dos acaros Oligonychus ilicis e Euseius concordis em
laboratorio sob condigdes controladas.
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CriacBes mantidas no Laboratério de Acarologia da EPAMIG Sul de Minas/EcoCentro. A) Criacdo do
acaro-vermelho-do-cafeeiro Oligonychus ilicis em arenas confeccionadas com folhas de cafeeiro. C)
Criacdo do &caro predador Euseius concordis em laminas plasticas pretas. B e D) Acaros observados
em microscopio estereoscopio .

Fonte: do autor (2019).
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Figura 3 — Ensaio de selecdo hospedeira de Oligonychus ilicis.

% A

Ensaio de sele¢do hospedeira de O. ilicis conduzido em casa de vegetacédo. (A) Arenas retangulares de
poliestireno contendo dois tratamentos em seu interior (PIC vs. PNI). (B) Interior de uma arena, cujo
assoalho foi revestido com papel aluminio. Do lado esquerdo o tratamento PIC, do lado direito o
tratamento PNI e entre eles esta depositada a arena circular confeccionada com folha de cafeeiro
contendo 60 fémeas do &caro-vermelho-do-cafeeiro. (PIC = Planta infestada com cochonilha-branca;
PNI = Planta ndo infestada).

Fonte: do autor (2019).
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Figura 4 — Ensaio de desempenho de Oligonychus ilicis

Ensaio de desempenho de O. ilicis conduzido em casa de vegetagdo. Foram colocadas arenas
circulares confeccionadas com folhas de cafeeiro contendo 50 fémeas de O. ilicis no tergo médio das
plantas infestadas por cochonilha-branca (PIC) e plantas ndo infestadas (PNI). As plantas foram
cobertas individualmente por sacos de voile e permaneceram 15 dias sob as mesmas condicdes. (PIC =
Planta infestada com cochonilha-branca; PNI = Planta ndo infestada)

Fonte: do autor (2019).
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Figura 5 — Ensaios de preferéncia olfativa de
E. concordis aos volateis de
plantas

Ensaio de preferéncia olfativa de E. concordis aos volateis de plantas conduzido em
laboratério. As fémeas foram separadas e privadas de alimentacdo 24h antes do inicio de cada
experimento. Foram avaliados no minimo 10 &caros por par de plantas, sendo que cada &caro foi
avaliado uma Unica vez, e cada combinacdo de tratamentos apresentou 5 repeticGes (5 pares de
plantas). Nesta imagem podemos observar os seguintes ensaios de escolha: PIA vs. PIC (A), PIA vs.
PNI (B) e PIM vs. Branco (C). PIA = Planta infestada por &caros; PIC = planta infestada por
cochonilha; PNI = Planta ndo infestada; PIM = Planta sob infestacdo multipla.

Fonte: do autor (2019).
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Figura 6 — llustracdo da arena utilizada para o
ensaio de resposta olfativa de Euseius
concordis aos volateis emitidos pelas
plantas de café

llustracdo da arena circular confeccionada com lamina plastica preta, cujas extremidades contém dois
orificios cobertos por tecido de voile onde foram posicionadas as folhas das plantas. A escolha de cada
fémea é considerada se ela: (i) caminha sobre o voile de um dos orificios, (ii) se permanece durante 10
segundos no raio de 1 cm no entorno de um dos orificios; ou (iii) se sai da ldmina preta na regido
correspondente a area na qual a folha do tratamento é posicionada (A). Esquema da estrutura como um
todo, em que trés hastes de madeira fixadas em uma placa de poliestireno sustentam a arena, sendo a
haste central o ponto de liberacdo dos &caros (indicado com uma seta). Apds 0 posicionamento das
folhas nos orificios, trés camadas de tecido voile e duas lacas de Petri sdo sobrepostas com o intuito de
permitir a passagem dos volateis através do tecido e estabilizar as folhas nos locais determinados
impedindo qualquer tipo de deslocamento, respectivamente. Além disso, duas placas sdo colocadas
nas laterais a fim de impedir que os acaros se movimentem a partir de pistas visuais (B).

Fonte: do autor (2019).
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Figura 7 — Escolha hospedeira das fémeas de Oligonychus ilicis e
namero de ovos depositados em plantas infestadas por

cochonilha-branca (PIC) e plantas nao infestadas (PNI).
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Numero médio (+ erro padrdo, N = 18 plantas) de fémeas (A) e ovos (B) encontrados em plantas
infestadas por cochonilha-branca (PIC) e plantas ndo infestadas (PNI). N&o houve diferenca
significativa no nimero de fémeas (teste t, P = 0,115) e ovos (teste t, P = 0,266) entre os tratamentos.
ns = ndo houve diferenca significativa.
Fonte: do autor (2019).
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Figura 8 - Desempenho de Oligonychus ilicis avaliado em termos de numero de
ovos, larvas, ninfas e adultos (fémeas e machos) em plantas infestadas
por cochonilha-branca (PIC) e ndo infestadas (PNI).
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Numero médio (+ erro padrdo, N= 19 plantas) de ovos (A), larvas (B), ninfas (C), fémeas (D) e
machos (E) encontrados em plantas infestadas por cochonilha-branca (PIC) e plantas ndo infestadas
(PNI). Quando avaliadas separadamente (teste F) as varidveis ovos (Fii; = 14,198, P = 0,001534),
ninfas (Fy ;= 8,9742, P = 0,006094), fémeas (F1 ;= 5,818, P =0,02745) e machos (Fy ;7= 8.5996, P
= 0,009052) foram significativamente maiores em PNI. Enquanto a variavel larvas (F; 7= 2,7316, P =
0,1167) néo diferiu significativamente entre os tratamentos. * P < 0,05, ** P < 0,01, ns = ndo houve
diferenca significativa.

Fonte: do autor (2019).
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Figura 9 — Preferéncia olfativa das fémeas de E. concordis aos volateis de
plantas infestadas por &caros (PIA), por cochonilhas (PIC), sob
infestacdo multipla (PIM), ndo infestadas (PNI) e branco.
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Os éacaros foram submetidos a ensaios de escolha em arena frente a pares de plantas de diferentes
tratamentos. Cada fémea foi testada uma Unica vez, e, se, ndo apresentasse uma preferéncia era
considerada “sem resposta”. Os tratamentos estdo indicados dentro das barras. PNI = Planta ndo
infestada; PIA = Planta infestada por acaro; PIC = Planta infestada por cochonilha-branca; PIM =
Planta sob infestacdo multipla; N = nimero de fémeas testadas; SR = sem resposta; ns = ndo houve
diferenca significativa, * P < 0,05; ** P < 0,01, *** P < 0,001.
Fonte: do autor (2019).



