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RESUMO

Herbivoros exercem pressao seletiva sobre suas plantas hospedeiras e
sao um fator fundamental no processo de diversificacdo dos compostos defensivos
dessas plantas. Esses compostos séo eficazes na defesa contra os herbivoros néo
especializados e sao responsaveis por aumentar a aptidao das plantas que os
produziram. Entretanto, insetos especialistas possuem a capacidade de detoxificar
esses compostos e/ou sequestra- los e utiliza-los em sua prépria defesa contra
predadores. Portanto, sugere-se que plantas podem responder de forma diferente de
acordo com o herbivoro que esta infligindo o dano. Se o ataque for por herbivoros
especialistas, espera-se que plantas nao invistam em um aumento de defesas
quimicas apos o ataque. Se o ataque for por ndo especialistas, espera-se um
aumento das defesas quimicas.

Testamos a indugédo de compostos defensivos de Crotalaria paulina
[alcaloides pirrolizidinicos (APs) e compostos fendlicos (CFs)] em resposta ao dano
por um herbivoro especialista [Utetheisa ornatrix (Erebidae: Arctiidae)], um herbivoro
nao especialista [Spodoptera eridania (Noctuidae)] e dano mecanico manual. As
medidas foram feitas 3 dias apds o dano para uma folha intacta da planta (indugéo
sistémica). Em relagédo ao controle sem dano, Crotalaria paulina induziu a produgéo
de APs em resposta ao dano por S. eridania, mas nao ao dano por U. ornatrix,
indicando uma possivel resposta adaptativa da planta. A planta discrimina os agentes
do ataque permitindo que ela responda apenas ao herbivoro que sera afetado pelo
composto. A producdo de CFs nao diferiu entre os tratamentos. E possivel que os
mecanismos de indugéo e agdo desses compostos sejam mais gerais, ou que CFs
estejam relacionados a outras fungdes em C. paulina.

Em outro experimento, avaliamos o efeito do dano pelo herbivoro
especialista na inducéo de respostas nas novas folhas produzidas por C. paulina, e o
efeito dessa indugado no desempenho de U. ornatrix. Folhas novas sao valiosas
devido a sua maior capacidade fotossintética e maior vida util, em relacao a folhas
mais velhas. Portanto, proteger tecidos jovens pode conferir uma vantagem para as
plantas. Plantas de C. paulina foram quase totalmente consumidas por U. ornatrix, e
separadas para que rebrotassem. As novas folhas produzidas foram utilizadas para
analise de APs e CFs, e também para alimentar individuos de U. ornatrix. As larvas
foram criadas desde a eclosao do ovo até o estagio de pupa, e medimos as taxas de
consumo e de crescimento e o0 peso de pupa. Folhas novas de plantas que haviam
sido previamente danificadas apresentaram maiores concentra¢des de APs e CFs
que folhas controle, e os individuos alimentados com essas folhas apresentaram
menores taxas de consumo e crescimento e maior tempo de desenvolvimento. O
peso das pupas nao diferiu entre os grupos.

Concluimos que a indugao de compostos quimicos em C. paulina pode
ter evoluido em resposta ao ataque de insetos herbivoros. A intensidade de inducao
esta relacionada ao tipo de herbivoro responsavel pelo dano, sendo maior para o
herbivoro nao especialista. Além disso, a indugao de respostas pode ocorrer nas
proximas folhas produzidas apds o dano, garantindo a planta uma prote¢do em maior
escala temporal.

Palavras-chave: herbivoria, repostas induzidas, alcaloides
pirrolizidinicos, compostos fendlicos.



ABSTRACT

Herbivores are an important selective pressure on their host plants and
play a major role in the diversification process of plant defensive compounds. These
compounds are effective against non-specialized herbivores and are responsible for
increasing plant fithess. However, specialist insects have the ability to detoxify these
compounds and/or sequester them and use them in their own defense against
predators. Thus, plants may respond differently according to the herbivore that is
inflicting damage, optimizing their defenses. When damaged by specialist herbivores,
plants may invest in an increase in chemical defenses after the attack. However, if the
damage was inflicted by non-specialists herbivores, an increase in chemical defenses
is expected.

We tested the induction of defensive compounds in Crotalaria paulina
[pirrolizidine alkaloids (APs) and phenolic compounds (CFs) in response to damage by
a specialist herbivore, the moth Utetheisa ornatrix (Erebidae: Arctiidae) and a
non-specialist herbivore, the moth Spodoptera eridania (Noctuidae). We made the
measures 3 days after damage, using a non-damaged plant leaf (systemic induction).
Crotalaria paulina induced APs production in response to S. eridania damage, but not in
response to damage by U. ornatrix, indicating a possible plant adaptive response. The
plant discriminates the agents of attack, and can induce a response only to the
herbivore that will be affected by the compound. The production of CFs did not differ
between treatments, and we believe that the mechanisms of induction of these
compounds are more general, or that CFs are related other functions in C. paulina.

In a second experiment, we evaluated the effect of damage by the
herbivore specialist on the induction of responses in new leaves produced by C.
paulina, and the effect of this induction on the performance of U. ornatrix. Young leaves
are valuable because of their photosynthetic capacity and longer lifespan compared to
older leaves. Therefore, protecting young tissues can confer an advantage to plants. C.
paulina plants were almost totally consumed by U. ornatrix, and then separated to
regrow. The new leaves produced were used for APs and CFs analysis, and also to
feed U. ornatrix larvae. The larvae were raised from egg hatching to the pupa stage,
and we measured consumption and growth rates. New leaves of previously damaged
plants had higher concentrations of APs and CFs than control leaves, and individuals
fed with those leaves had lower consumption and growth rates compared to control.
Pupal weight did not differ between treatment and control.

We conclude, therefore, that induction of chemical compounds in C.
paulina may have evolved in response to the attack of herbivorous insects. The
intensity of induction is related to the type of herbivore responsible for the damage, and
are higher for the non- specialist herbivore. Furthermore, induction of responses can
occur in the leaves produced after damage, and confers to the plant a protection in a
greater temporal scale.

Key-words: herbivory, induced responses, pyrrolizidine alkaloids, phenolic
compounds.
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INTRODUGAO GERAL

Os herbivoros sao considerados uma importante forga seletiva na evolugao e
diversificacdo das plantas (Becerra 1997, Schoonhoven et al.2005). Considerando
que as plantas competem por recursos limitantes e os herbivoros diminuem a
capacidade competitiva dos individuos atacados, a herbivoria € um fator
fundamental no estudo das dinamicas de populagdes e comunidades de plantas
(Brown & Allen 1989, Augner et al. 1991, Fine et al. 2004). Em florestas tropicais, a
perda de biomassa por herbivoria € bem acentuada, e uma arvore pode ter até 92%
das suas folhas danificadas (Coley & Barone 1996, Smith & Nufio 2004). A perda da
area foliar compromete a capacidade fotossintética, impede o estabelecimento de
plantulas, dificulta a aquisicao de nutrientes e pode aumentar a mortalidade até
mesmo entre individuos adultos (Louda & Potvin 1995, Warner & Cushman 2002,
Zangerl et al. 2002, Nabity et al. 2009, Gormley et al. 2012). Um estudo recente
avaliou as causas da mortalidade em espécies tropicais de arvores, e os resultados
indicaram que o ataque por herbivoros foi o fator com maior impacto na mortalidade
dos individuos (Holland et al. 2016). A perda de area foliar pode trazer ainda
consequéncias para a atividade reprodutiva das plantas, como diminuicdo na
producao de flores e sementes, aumento na inviabilidade de sementes, alteragao de
caracteristicas morfoldgicas florais e menor atragao de polinizadores (Marquis1984,
Strauss et al.1996, Mothershead & Marquis 2000).

Tendo em vista que plantas sdo massivamente atacadas por herbivoros, e que
esses ataques tém influéncia direta na sua aptidao, as plantas desenvolveram, ao
longo do tempo evolutivo, mecanismos de defesas responsaveis por diminuir o
consumo dos herbivoros e minimizar a perda de tecidos vegetais. Entre os
mecanismos de defesas ja estudados, encontra-se a produgao de compostos
quimicos secundarios, que, por serem toxicos ou inibidores de alimentacao para
grande parte dos herbivoros, atuam como compostos defensivos (Karban & Myers
1989, Alves et al. 2007, Trigo 2011). Esses compostos caracterizam-se por alterar a
qualidade nutricional dos tecidos, interferindo diretamente no comportamento
alimentar do herbivoro. Uma variedade de classes de compostos secundarios ja foi
descrita, como os alcaloides, glicosideos cianogénicos, glicosinolatos, compostos

fendlicos e terpenoides (Karban & Baldwin 1997, Bennett & Wallsgrove 1994). Seus
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efeitos nos herbivoros incluem redugao da sobrevivéncia, da taxa de crescimento,
da fecundidade e da preferéncia do herbivoro por determinada planta para
alimentacao e deposig¢ao de ovos (Havill & Raffa 1999, Bandoly et al. 2016, Biere et
al. 2016, Cogni & Trigo 2016).

Sabendo que plantas contam com um conjunto limitado de recursos para
serem alocados entre todas as suas atividades metabdlicas, como crescimento e
reproducgao, por exemplo, possuir compostos quimicos de defesa representa um
custo para a planta (Karban & Baldwin 1997, Howe & Schaller 2008). Fine et al.
(2006) encontraram uma correlagao negativa entre taxa de crescimento e um indice
que mediu a quantidade de defesas das plantas, apontando para uma demanda
conflitante na alocacao de recursos para crescimento e defesa. Esses autores
encontraram um efeito indireto, onde as espécies de plantas que apresentaram o
crescimento mais rapido foram mais atacadas por herbivoros, em comparagao as
plantas de crescimento mais lento, sugerindo que as plantas de crescimento rapido
fossem menos defendidas (Fine et al. 2006). Além dos recursos gastos na
biossintese dos compostos, existe para a planta o custo de armazenamento de
compostos de alta toxicidade e custos ecoldgicos associados a sua acumulagéo
(Bergelson & Purrington 1996, Strauss et al. 1999, Purrington 2000). Em um estudo
com Brassica rapa (Brassicaceae), os pesquisadores evidenciaram que plantas de

uma populacao artificialmente selecionada para conter altos niveis da enzima

mirosinase' foram menos visitadas por polinizadores que as plantas da populacéao

com menores concentragdes da enzima.

Essa alteragao nas visitas representa um custo ecolégico para as plantas,
uma vez que pode acarretar em menor transferéncia e deposi¢cao de podlen e diminuir
o potencial reprodutivo dos individuos (Strauss et al.1999).

A reducéo dos custos de possuir defesas constitutivas (defesas que estao
sempre presentes na planta, independente da presenga do herbivoro) pode ser
obtida através da estratégia de inducéo de defesas (producao de defesas apenas

apo6s um estimulo inicial que indique a presencga do herbivoro). Plantas atacadas por

! Mirosinases s&o uma classe de enzimas que decompde glicosinolatos em
glucoseeisotiocianatos.Osglicosinolatoseasmirosinasessaoestocadosemdiferentes
célulasnotecidovegetal.Quandoaplantaéatacadaporherbivorosamirosinasecatalisa a hidrélise dos
glicosinolatos, liberando isotiocianatos, nitrilas e tiocianatos, os quais sao toxicos para insetos
herbivoros (Winde & Wittstock2011).
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herbivoros podem induzir mudangas na sua composi¢cao quimica (Baldwin & Schultz
1983, Hartley & Lawton 1987, Tscharntke et al. 2001), que as tornam menos
susceptiveis a ataques subsequentes (Risch 1985, Dolch & Tscharntke 2000).
Plantas de tabaco apresentaram aumento na concentragdao de metabdlitos
secundarios em até quatro vezes, quando danificados tanto nas folhas por
herbivoros mastigadores, quanto nas raizes por nematddeos, em comparagao a
plantas intactas (Kaplan et al. 2008). As respostas quimicas induzidas por herbivoria
envolvem aumento nas concentragdes de compostos relacionados diretamente com
a digestibilidade do tecido, como taninos, alcaloides e compostos fendlicos (Risch
1985, Hartley & Lawton 1987, Tscharntke et al. 2001, Babst et al. 2009). Insetos
alimentados com plantas danificadas tiveram o seu desempenho negativamente
afetado, quando comparados a insetos alimentados com plantas nao danificadas
(Haukioja & Hanhimaki 1985, Alves et al. 2007).

Muitos herbivoros sao capazes de discriminar entre alimentos com qualidades
nutricionais diferentes. Estudos demonstraram que folhas ndo danificadas séao
preferidas pelos insetos para alimentacao e até mesmo para a deposi¢cao de ovos
(Karban & Carey 1984, Hartley & Lawton 1987, Bruin et al. 1992).

Apo6s a indugao da resposta, na auséncia do estimulo, as plantas podem
reduzir os niveis dos compostos de defesa, e retornar suas concentragdes para os
valores em que se encontravam antes do dano, relaxando as respostas induzidas
(Baldwin & Schultz 1983, Tscharntke et al.2001, Mathur et al. 2011). Dessa forma,
ao induzir respostas apenas apos um estimulo inicial e relaxa-las quando esse
estimulo ndo esta presente, as plantas sdo beneficiadas por pouparem o gasto
energético de produzir defesas quando os herbivoros estdo ausentes. Utilizar o dano
causado por herbivoria como pista para a inducao de respostas permite ainda que
haja um aumento na variabilidade das defesas. Ajustes mais finos da interacao das
plantas e seus herbivoros garantem respostas mais eficientes para diferentes grupos
de herbivoros, tipos de dano e intensidades de ataque (Hartley & Lawton 1987,
Karban et al. 1997, Tscharntkeetal. 2001). Kaplan et al. (2008) mostraram que a
magnitude da resposta induzida por herbivoros ndo especialistas em plantas de
tabaco foi sempre maior que a resposta induzida pelos especialistas. Outros estudos
investigaram as mudancgas produzidas por plantas atacadas por herbivoros com
diferentes mecanismos de dano, como mastigadores e sugadores, e encontraram

uma especificidade de resposta pela planta (Hartley & Lawton 1987, Erbilgin &
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Colgan 2012).

Karban & Myers (1989) revisaram as definicdes envolvendo respostas
induzidas. Se o estresse ou 0 dano causado pelo herbivoro afetar a qualidade da
planta, e essa modificagao afeta a aptidao do herbivoro ou da planta, essa alteracao
€ considerada uma resposta induzida. Se essa resposta induzida reduzir a
preferéncia e afetar negativamente a aptidao do herbivoro, considera-se uma
resisténcia induzida. Somente sera uma defesa induzida quando a diminuigao da
preferéncia e do desempenho do herbivoro aumentar a aptidao da planta.

As mudancas induzidas pela planta apds o dano podem afetar de forma
diferente a comunidade de herbivoros. Entre as espécies de insetos herbivoros, ha
uma variagao no grau de especializagao de dieta, que esta relacionado com a
capacidade de cada espécie em lidar com os compostos produzidos pelas plantas
(Karban & Baldwin 1997). Insetos especialistas possuem menor amplitude de dieta e
uma relacdo mais estreita com suas plantas hospedeiras. Esses herbivoros séao
capazes de detoxificar e/ou sequestrar os compostos defensivos das plantas das
quais se alimentam, e, por isso, sdo menos afetados por esses compostos (Ali &
grawal 2012).Herbivoros especialistas que sequestram compostos de suas plantas
hospedeiras podem utiliza-los em sua prépria defesa contra predadores, por isso
plantas com altos niveis de defesa beneficiariam esses insetos. Insetos nao
especialistas nao desenvolveram a capacidade de metabolizar esses compostos, e,
portanto, sdo mais afetados pelas defesas das plantas (Ali & Agrawal 2012). Os
efeitos que os compostos defensivos das plantas tém nos herbivoros com diferentes
graus de especializagao de dieta pode influenciar a preferéncia desses herbivoros.
Herbivoros nao especialistas preferem se alimentar em plantas com baixos niveis de
compostos defensivos, enquanto herbivoros especialistas podem preferir se
alimentar em plantas com altos niveis de defesa ou ndao apresentar preferéncia
alguma (Ali & Agrawal 2012, Hoina et al. 2012, Volf et al. 2015). Dessa forma,
acredita-se que o padrao de respostas induzidas nas plantas foi moldado pela
preferéncia e pelo efeito que essas respostas tém nos herbivoros da comunidade
local (Lankau 2007, Kaplan et al. 2008, Mooney et al. 2009).

Neste trabalho, abordamos a indugao de respostas quimicas em plantas e
seus efeitos no desempenho dos herbivoros. No primeiro capitulo, investigamos a
producdo de compostos de defesa em folhas da leguminosa Crotalaria paulina

(Fabaceae) consumidas por um herbivoro especialista, um n&o especialista e de da



16

no manual. Procuramos encontrar possiveis variagdes na estratégia de indugéo de
C. paulina em relacéo ao tipo de herbivoro e classe de composto produzido. No
segundo capitulo, avaliamos a indugao de respostas em folhas novas de C. paulina,
produzidas apds o dano pelo herbivoro especialista Utetheisa ornatrix
(Erebidae:Arctiinae). Posteriormente, avaliamos o efeito da resposta induzida no
desempenho de larvas de U.ornatrix, quando alimentadas com folhas novas de

plantas previamente danificadas e ndo danificadas.
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CAPITULO 1. Respostas induzidas de Crotalaria paulina (Fabaceae) frente ao

ataque de um inseto herbivoro especialista e um nao especialista.

INTRODUCAO

Entre os possiveis fatores que favoreceram a evolugao das defesas
induzidas por herbivoria esta a imprevisibilidade do ambiente, que pode se
relacionar tanto com o tempo de ataque quanto a natureza do estimulo sofrido
(Karban et al. 1997, Agrawal & Karban 1999). Plantas sao atacadas por uma
comunidade heterogénea de herbivoros, que as utilizam como recurso de forma
distinta. A capacidade das plantas em induzir respostas que suprimam cada ataque
da forma mais eficiente representa uma vantagem em ambientes em que a chance
de ataque por herbivoros é tao imprevisivel. Sugere-se que plantas respondem de

forma diferente ao tipo de dano sofrido: danos por insetos especialistas?, dano por

insetos nao especialistas e dano mecanico (Hartley & Lawton 1987, Van Zandt &

Agrawal 2004, Mooney et al. 2009). Por exemplo, o desfolhamento manual, um
dano mecanico, é caracterizado por induzir menos resisténcia que o dano por
herbivoria (Haukioja & Neuvonen 1985, Howe & Schaller 2008). Acredita-se que
uma resposta com uma maior intensidade é requerida frente ao ataque de insetos,
em comparacao a resposta necessaria apenas para reparar danos mecanicos
quaisquer, como por exemplo aqueles causados por ventos ou passagens de
animais (Hartley & Lawton 1987). Pode haver ainda uma variagéo no tempo de

resposta das plantas em relacao ao tipo de dano, e essa variagcao determina como

2 Usamos o termo néo especialista ao invés de generalista, porque podemos ter um
inseto generalista (polifago no senso de Bernays & Chapman 1994) especializado em
compostos quimicos produzidos por plantas (p.e. as mariposas arctineas dos géneros
Estigmene e Grammia sao polifagas, mas especializadas em alcaloides pirrolizidinicos,
Hartmann et al. 2004). Da mesma forma, podemos ter um inseto especialista em um
grupo de plantas que contém uma dada classe de compostos (moné6fago no senso de
Bernays & Chapman 1984), mas esse inseto ndo é especializado em compostos de

outras plantas hospedeiras (ver p.e. Blau et al.1978).
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os herbivoros serao afetados (Karban & Myers 1989, Mathur et al. 2011).
Diferentes herbivoros podem provocar taxas de inducéo e relaxamento diferentes
(Hartley & Lawton 1987, Tscharntke et al. 2001).

Como o dano por herbivoria diminui a aptidao da planta, espera-se que a
selecao natural favorega plantas que contenham altos niveis de defesa. Entretanto,
as populagdes de plantas existem em comunidades complexas e podem estar sob
pressoes de selegao conflitantes exercidas por multiplas espécies que interagem
(Lankau 2007, Moreira et al. 2015). Diante do fato que os insetos apresentam
preferéncias diferentes em relagdo aos compostos quimicos presentes nas plantas
(Hoina et al. 2012, Volf et al. 2015), é possivel supor que as respostas induzidas
pelas plantas se relacionem com as preferéncias desses herbivoros. Insetos
polifagos nao especialistas, por exemplo, sdo mais comumente afetados por
mudancas que alteram a toxicidade dos tecidos foliares (Hartley & Lawton 1987).
Para insetos especialistas, sejam eles mondéfagos, oligéfagos ou polifagos, ha uma
forte relagao evolutiva inseto-planta hospedeira, e a produgéo de metabdlitos
especializados (= metabdlitos secundarios, ver Pichersky & Lewinsohn 2011) ndo
representa uma defesa tao eficaz quanto para insetos nao especialistas, que, ao
contrario dos especialistas, ndo desenvolveram mecanismos para superar essa
barreira quimica (Risch 1985). Os compostos defensivos da planta que agem como
deterrentes ou inibidores de alimentagéo para alguns insetos podem atuar como
estimulantes de deposicédo de ovos e estimulantes de alimentagdo em insetos
especialistas; esses ultimos evoluiram vias para sequestrar esses compostos e
utiliza-los para protegéao quimica em diferentes estagios de seu ciclo de vida (Sime
et al. 2000, Ferro et al. 2006).

O dano por herbivoros néo especialistas pode levar a um aumento nos niveis
dos compostos defensivos, o que aumentaria a efetividade da defesa das plantas
durante o ataque (Karban & Baldwin 1997). Entretanto, alguns herbivoros
evoluiram a capacidade de sequestrar esses compostos, que muitas vezes
conferem maior sobrevivéncia e sucesso reprodutivo para os insetos que os
sequestram (Brown 1984, Eisner & Meinwald 1995). Em um estudo com a
mariposa erebidea Utetheisa ornatrix, que sequestra alcaloides pirrolizidinicos
(APs) de suas plantas hospedeiras, os individuos mostraram preferéncia por dietas

que continham maiores concentragdes desses compostos ou nao apresentaram
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preferéncia alguma (Hoina et al. 2012). Sendo assim, n&do aumentar os niveis de
defesa apds o dano por herbivoros especialistas pode ser uma estratégia evolutiva
em algumas espécies de plantas. Plantas atacadas por especialistas podem até
mesmo diminuir a producado de compostos de defesa e alocar mais energia para o
crescimento (Arab & Trigo 2011). Lankau (2007) encontrou que a produgéao de
glicosinolatos em Brassica nigra diminuiu na presenca do herbivoro especialista
Brevycorine brassica e aumentou na presenga do nao especialista Agriliomax
reticulates. Por meio desse estudo, Lankau (2007) sugere que os herbivoros
especialistas e ndo especialistas tém impactos diferentes e geram respostas
distintas no contexto das defesas quimicas em plantas.

A produgao de compostos defensivos pode ainda ser influenciada pela
ontogenia da planta (Ohnmeiss & Baldwin 2000, Van Damn et al. 2001, Ishida et al.
2005, Hanley et al. 2007). Plantas muito novas ou plantas em estado reprodutivo
podem apresentar pouca inducibilidade em decorréncia de suas demandas
conflitantes. Plantas jovens alocam grande parte dos seus recursos para o
crescimento, podendo investir menos em defesas (Boege & Marquis2005, Ishida et
al. 2005). Plantas muito novas apresentam menor capacidade de aquisi¢ao de
recursos e menos estruturas para armazenamento de compostos quimicos que
plantas maduras, o que influencia a capacidade de defesa de individuos nesse
estagio de desenvolvimento (Hanley et al. 2007). Ishida et al. (2005) sugeriram que
ao longo do desenvolvimento de uma planta, o periodo de transigao entre o estagio
de plantula e o estagio adulto seja marcado pela alteragao na prioridade de
investimento de recursos, de atividade fotossintética para defesa. A medida que as
plantas se desenvolvem, as taxas de crescimento e atividade metabdlica diminuem,
entretanto surgem novas demandas que podem desviar os investimentos em
defesa. Plantas adultas investem muitos recursos para reproducéo, e durante a
época reprodutiva, possuem um alto gasto energético com a producgao de flores e
frutos (Boege & Marquis 2005, Hanley et al. 2007).Portanto, plantas em estagios
intermediarios de desenvolvimento podem representar um modelo mais seguro
para avaliar a indugao de respostas, pois os fatores de confusdo sdo minimizados.

Crotalaria paulina € uma espécie nativa dos Neotropicos e é atacada pelo
herbivoro especialista nativo, a mariposa Utheteisa ornatrix (Martins etal.2015,
Magalhaes et al. 2017). A espécie é caracterizada por conter altas concentragdes

de APs tanto em folhas quanto em sementes (Martins et al. 2015, Magalhaes et al.
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2017). Esses compostos foram selecionados ao longo do tempo evolutivo
provavelmente em resposta a herbivoria e a outros inimigos naturais, e ttm como
efeito a diminuicao da digestibilidade dos tecidos e toxicidade para insetos
herbivoros (Macel 2011, Trigo 2011, Cogni & Trigo 2016). Algumas espécies do
género Crotalaria possuem também compostos fendlicos (CFs) (Mun’im et al. 2003,
Uraguchi et al. 2006). Ao contrario dos APs, os CFs representam uma defesa
quimica eficaz tanto contra ndo especialistas quanto contra especialistas (p.e.
Govind et al. 2010), portanto um incremento nos niveis desses compostos apés o
ataque pode amplificar a capacidade de defesa das plantas contra ambos os
herbivoros.

Como é nativa C. paulina esta coadaptada ao herbivoro especialista.
Individuos de U. ornatrix foram encontrados se alimentando tanto em folhas quanto
em vagens de C. paulina (Magalhaes et al. 2017). Além disso, ao contrario de
algumas espécies de Crotalaria, C. paulina ndo possui nectarios extraflorais. A
presenca de nectarios extraflorais € considerada uma estratégia de defesa das
plantas por atrair predadores dos seus herbivoros, e sua producéo pode ser
induzida em resposta ao dano (Heil & Bueno 2007a), podendo representar um fator
de confusdo em experimentos de inducgao.

Neste capitulo, avaliamos a indugao diferencial de respostas quimicas por
C.paulina ap6s o dano por dano manual, e por um herbivoro especialista € um nao
especialista. Espera-se que o dano por herbivoro especialista ndo aumente as
concentracdes de APs, porém espera-se que os CFs sejam induzidos. Para um
herbivoro nao especialista, espera-se uma resposta indutiva em ambas categorias
de compostos.Em plantas danificadas artificialmente espera-se que nao haja

respostas indutivas significativa em ambos os compostos.

MATERIAIS E METODOS

Organismos estudados. Crotalaria (Fabaceae: Papilionoideae: Crotalarieae)
€ um género Pantropical composto por aproximadamente 720 espécies, sendo a
maioria de origem africana e asiatica (le Roux et al. 2013). No Brasil, ocorrem cerca
de 31 espécies nativas e 11 introduzidas (Flores 2004). Esse género de plantas é

caracterizado por conter APs, que atuam na defesa contra herbivoros nao
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especialistas, devido a sua capacidade tdxica e deterrente (Aerts et al. 1994, Macel
2011, Trigo 2011, Cogni & Trigo 2016). Algumas espécies do género Crotalaria
possuem ainda compostos fendlicos (Mun’im et al. 2003, Uraguchi et al. 2006), mas
sua atividade em relacao a herbivoros ainda € desconhecida.

Utetheisa ornatrix (Erebidae: Arctiinae) € uma mariposa Neotropical, cujas
larvas se alimentam somente em folhas e sementes verdes de plantas do género
Crotalaria e especializada em APs (Eisner & Meinwald 1995, Trigo 2011, Martins et
al. 2015, Magalhaes et al. 2017) (Figura1). Entre as espécies de Crotalaria que
foram observadas como planta hospedeira de U. ornatrix estao: C. balansae, C.
breviflora, C. incana, C. juncea, C. micans, C. ochroleuca, C. paulina, C. pallida
(antiga C. mucronata), Crotalaria pumila, C. rotundifolia, C. spectabilis, C.
trichotomae C. vitelina (Eisner and Meinwald 1995, Ferro et al. 2006, Cogni 2010,
Martins et al. 2015, Sourakov 2015, Magalhéaes et al. 2017, JR Trigo com.pess.). Os
individuos de U. ornatrix sdo quimicamente defendidos pelos alcaloides que
sequestram dessas plantas (Eisner and Meinwald 1995, Ferro et al. 2006, Trigo
2011, Martins et al.2015).

O género Spodoptera apresenta distribuigédo tropical e subtropical, ocorrendo
da América do Sul & América do Norte (Pogue 2002). E composto por cerca de 30
espécies que possuem grande importancia agricola, por serem consideradas pragas
devido ao seu amplo espectro de alimentagao (Pogue 2002). Spodoptera eridania é
uma espécie com alto grau de polifagia, com registros indicando a utilizagdo de
plantas hospedeiras pertencentes a 58 familias diferentes, incluindo espécies do

género Crotalaria (Montezano et al. 2014).
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Figura 1. Sistema planta-inseto estudado: (A) Crotalaria paulina, (B)

fémea de Utetheisa ornatrix depositando ovos em flores de Crotalaria
ochroleuca (fonte: Martins (2016)) e (C) larva de Utetheisa ornatrix em

folha de Crotalaria ochroleuca (fonte: Martins (2016)).

Criagao dos herbivoros. A criacdo dos herbivoros foi mantida no

Departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual
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de Campinas. Ovos de U. ornatrix foram coletados no campo, na regiao de
Campinas e mantidos em camara de criacédo a 27°C, com luminosidade controlada
12 horas claro:12 horas escuro. Apés a eclosao, as larvas foram alimentadas com
folhas de individuos de Crotalaria paulina cultivados em casa de vegetacao. As
larvas foram inicialmente criadas em potes cilindricos de plastico de 500mL (7,9 cm
de altura e 11,9 cm de didametro) sem contagem do numero de individuos. Ao
atingirem o terceiro instar, foram transferidas para potes cilindricos de
aproximadamente 4,5L (18 cm de diametro, 18 cm de altura) em grupos de até 30
individuos, e foram mantidas em camara de criacdo nas mesmas condi¢des de
temperatura e luminosidade dos ovos. As folhas foram trocadas diariamente e as
fezes retiradas para higienizacao. As larvas nao utilizadas no experimento foram
criadas até o estagio de pupa. As pupas foram mantidas nas mesmas condi¢des
acima. Apés emergirem, os adultos foram usados para manutenc¢ao da criacdo como
descrito em Cogni(2010).

Os individuos de S. eridania foram obtidos a partir de ovos coletados na
regiao de Campinas. A criagao das larvas seguiu o mesmo procedimento de
separagcao em grupos adotado para U. ornatrix. As larvas foram alimentadas em
folhas de mamona, Ricinus communis (Euphorbiaceae), coletadas no campus da
Universidade Estadual de Campinas. As larvas nao utilizadas para o experimento
foram criadas até o estagio de pupa. As pupas foram mantidas nas mesmas
condi¢cdes acima. Apds emergirem, os adultos foram usados para manutencao da

criacao como descrito em Cogni (2010) para U.ornatrix.

Inducao de respostas por herbivoria em folhas. Os individuos de C.paulina
foram obtidos a partir de sementes coletadas de plantas em uma area perto do
Departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia da UNICAMP (22°54°20”S,
47°03'39”W). As sementes foram plantadas em uma mistura de terra vermelha
coletada na area acima descrita e terra vegetal, em vasos cilindricos de plastico (25
cm de diametro, 25 cm de altura) e mantidas em casa de vegetacédo, na mesma
area, sem controle de temperatura e luminosidade. As plantas foram molhadas
diariamente e conferidas quanto a ocorréncia de dano. As plantas que apresentaram
qualquer dano fisico foram descartadas. Foram separadas para os experimentos de
inducao de herbivoria em folhas as plantas que apresentavam ao menos 10 folhas

completamente expandidas e nunca mais que 14 folhas. Nesse estagio de
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desenvolvimento, as folhas possuem tamanhos suficientes para fixar “clip-cage” e as
plantas possuem uma altura de aproxidamamente 35cm, e n&o ultrapassam o limite
superior do recipiente de vidro em que foram colocadas para a realizagao dos
experimentos. As larvas de terceiro instar de U. ornatrix e S. eridania criadas em
potes plasticos foram acompanhadas diariamente até realizarem a ecdise para o
quarto instar, quando foram separadas e usadas no experimento de indugao de
respostas por herbivoria em folhas.

As plantas foram submetidas a quatro tratamentos: (1) controle, (2) folha
danificada por larvas do quarto instar do herbivoro especialista U. ornatrix e (3) folha
danificada por larvas do quarto instar do herbivoro ndo especialista S. eridania e (4)
dano mecanico manual. As plantas foram colocadas dentro de recipientes cilindricos
de vidro (40 cm de altura, 14 cm de didmetro) apenas com a extremidade superior
aberta (Figura 2). Esse sistema reduz a possibilidade de que qualquer possivel
volatil emitido pelas plantas seja liberado sem entrarem contato com as outras
plantas dos tratamentos, e evita possiveis alteragées quimicas induzidas por esses

volateis. As plantas foram aclimatadas nestes vidros em sala de criagéo

a 27°C, com luminosidade controlada 12 horas claro:12 horas escuro por cinco dias
antes do inicio dos experimentos. Esse procedimento pode evitar possiveis
interferéncias na sua composi¢cao quimica devido a mudanga de ambiente.Os

tratamentos foram aplicados na quinta folha a partir do meristema apical.
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Figura 2. Esquema do desenho experimental para testar a indugao de
respostas por herbivoria: (A) tratamento com herbivoro especialista, (B) tratamento
com herbivoro nao especialista, (C) tratamento com dano mecéanico manual. (D)

controle com a“clip-cage”.

Nos tratamentos com o herbivoro especialista e 0 ndo especialista, as larvas
de quarto instar de U. ornatrix ou S. eridania foram colocadas em uma®“clip cage”
(Bioquip®) (Figura 3). A “clip cage” de 2,5 cm de didametro permite que os insetos se
alimentem apenas em uma area de 4,9cm?. Esse confinamento, além de padronizar
a area foliar consumida, evita que as larvas percorram livremente as plantas e
apresentem um padrao de alimentagao disperso (Weisser & Siemann 2008). Para o

tratamento de dano manual, a “clip cage” sem o herbivoro foi colocada na quinta
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folha da planta e, utilizando um perfurador, foi removido o mesmo diametro da “clip
cage”. Esse procedimento assegura que a area foliar retirada nesse tratamento seja
a mesma consumida nos tratamentos que utilizam as larvas. Nas plantas do
controle, foi colocada uma “clip cage” sem o herbivoro na quinta folha.

Vinte e quatro horas apds o inicio do experimento, isto é, apds a “clip cage”
ser colocada na folha, a mesma era retirada nos tratamentos 3 e 4, e retirada
juntamente com os herbivoros nos tratamentos 1 e 2. Nos tratamentos 1 e 2, as
plantas que, apds 24 horas, ndo tiveram toda a area da “clip-cage” consumida pelo
herbivoro ndo foram consideradas.

Em um experimento preliminar, com 18 plantas, sendo seis para cada
tratamento, definimos o melhor intervalo de tempo para medir a indugéo apés o
dano, em cada tratamento as respostas quimicas foram analisadas 1 dia, 3 dias e 9
dias ap6s a insergao do herbivoro, em plantas diferentes. Nesse experimento néo
aplicamos o tratamento de dano manual.Em um segundo experimento, com 40
plantas, sendo 10 para cada tratamento, usamos o intervalo de 3 dias apés a

aplicagao do dano.

Em ambos os experimentos, a sexta folha, que permaneceu intacta, foi
coletada para analise de APs e CFs. Essas analises fornecem informacgdes sobre a
resposta induzida sistémica total, que pode ocorrer tanto via comunicagao interna na
planta, quanto por volateis liberados pela quinta folha atacada pelo herbivoro (de
Bruxelles 2001, Heil & Bueno 2007a, Heil & Bueno 2007b).
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Figura 3. Crotalaria paulina com “Clip—cages” acopladas as folhas.

Analises quimicas. As folhas retiradas das plantas foram colocadas
imediatamente a -20°C e, posteriormente, liofilizadas por 48 horas em um liofilizador
(Labconco Freezone 6 Liter Freeze Dry System, Model 77530). Foram pesados 30
mg de cada folha, os quais foram macerados com um bastao de vidro e areia em 2
mL de EtOH, em tubos de extracado de vidro. As amostras foram centrifugadas por
10 minutos a 3000 rpm e a fase liquida foi reservada. O processo foi repetido mais
duas vezes, e, ao final da extragao, o volume foi completado para 10mL, resultando
em uma solucao com concentragéo 3 mg/mL.

A solucéo etandlica foi usada para quantificar colorimetricamente os APs
(Trigo et al. 1996) e os CFs (Chiari et al. 2012). Para analise de APs foram utilizadas
aliquotas de 1 mL de cada amostra. As amostras foram evaporadas em banho-maria
a 90°C. Em seguida, foram adicionados 500uL de reagente de oxidagao e deixados
por 25 minutos em banho-maria a 100°C. Foram adicionados aos tubos 1mL de
acetato de isoamila e 100uL de anidrido acético. Os tubos foram fechados colocados
em banho-maria por 2 minutos a 100°C. Por fim, foi adicionado 1mL de reagente de
Ehrlich a cada amostra, que ficou por 5 minutos em banho-maria a 60°C em tubos
fechados. As amostras foram lidas no espectrofotdmetro a 561 nm. Como padrao de

referéncia para o calculo de APs foi utilizada a monocrotalina.
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Para a analise de CFs, foi utilizada uma aliquota de 1mL de cada um dos
extratos etandlicos. A aliquota de 1 mL de cada amostra foi evaporada em banho-
maria a 60°C e recuperada em 400uL deEtOH. Foram adicionados 2mL de solugao
de Folin-Ciocalteu 10% e deixados por 8 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados 1,6mL de solug¢do de Na,CO, 7,5% e deixados por 30
minutos no escuro. Apds esse tempo, as amostras foram lidas no espectrofotémetro
a 765 nm. Como padrao de referéncia para o calculo de CFs foi utilizado o acido

tanico.

Analises estatisticas. Para o experimento preliminar foi realizada uma
ANOVA de dois fatores para cada uma das variaveis resposta (concentracao de APs
e CFs dadas em pg/mg de massa seca da planta), e os fatores fixos foram o tempo
(trés niveis: 1, 3 e 9 dias) e o tipo de tratamento (dano pelo especialista, dano pelo
nao especialista e controle). A analise da inducéao de APs e CFs no segundo
experimento foi feita por uma ANOVA de um fator para cada variavel resposta, onde
o fator correspondia ao tipo de tratamento (quatro niveis: controle, dano pelo
especialista, dano pelo ndo especialista e dano mecanico manual). Quando
necessario foi realizado um teste a posteriori Fisher's LSD (“least square difference),
para determinar a diferenga entre os niveis dentro de um fator ou interacao entre

fatores. As analises foram realizadas no programa Statistica.

RESULTADOS

Inducao de respostas quimicas por herbivoria. No experimento preliminar,
as plantas diferiram significativamente na concentragdo de APs nos diferentes
tempos apds o dano e na interacao entre tratamento e tempo; néo houve diferencas
significativas entre os tratamentos (Tabela1). No primeiro e nono dias ap6s o dano,
nao houve diferencgas significativas entre os tratamentos, entretanto no terceiro dia a
concentracao de APs foi significativamente maior em plantas danificadas pelo
herbivoro nao especialista do que plantas controle sem dano (LSD,P=0,002) ou
plantas danificadas pelo herbivoro especialista (LSD, P = 0,016) (Figura 4). Em

relacdo aos CFs, as plantas diferiram nao significativamente na concentragcéo nos
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diferentes tratamentos, assim como na interacao entre tratamento e tempo;
entretanto a concentragcao de CFs aumentou significativamente ao longo do tempo
(Tabela 2, Figurab).

No segundo experimento, as plantas induziram mudancas sistémicas
significativas na concentragédo de APs (ANOVA, F, ;; = 5,134, P = 0,005). Quando
atacadas pelo herbivoro nao especialista S. eridania, folhas de C. paulina
produziram uma quantidade de APs significativamente maior que folhas em plantas
controle sem dano, folhas de plantas com dano mecanico ou folhas com dano pelo
herbivoro especialista U. ornatrix; nao houve diferenca na indugaode alcaloides
entre os tratamentos controle, dano manual e dano pelo herbivoro especialista
(Figura 6). Com relacao a concentragao de compostos fendlicos, as plantas nao

induziram respostas para nenhum dos tratamentos (Figura7).
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Figura 4. Concentracao sistémica de alcaloides pirrolizidinicos em folhas de
Crotalaria paulina ap6s dano, em diferentes tempos, pelo herbivoro especialista
Utetheisa ornatrix, o herbivoro ndo especialista Spodoptera eridania e controle sem

danos.
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Tabela 1. Resultado da analise de variancia de dois fatores sobre a concentracao de
alcaloides pirrolizidinicos em folhas de Crotalaria paulina ap6s dano, em diferentes
tempos, pelo herbivoro especialista Utetheisa ornatrix, o herbivoro néo especialista
Spodoptera eridania e controle sem danos. (SQ = soma dos quadrados, GL = graus
de liberdade, QM = quadrados das médias)

SQ Gl QM F P
Tratamento 20.598 2 10.299| 1.355 | 0.269
Tempo 53.913 2 26.957 | 3.545 | 0.038
Tratamento x

84.791 4 21.198 | 2.788 | 0.039
tempo

311.73
Residuo 41 7.603
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Figura 5. Concentragao sistémica de compostos fenélicos em folhas de Crotalaria
paulina ap6s dano, em diferentes tempos, pelo herbivoro especialista Utetheisa

ornatrix, o herbivoro nao especialista Spodoptera eridania e controle sem danos.
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Tabela 2. Resultado da analise de variancia de dois fatores sobre a concentracido de
compostos fendlicos em folhas de Crotalaria paulina apos dano, em diferentes
tempos, pelo herbivoro especialista Utetheisa ornatrix, o herbivoro ndo especialista
Spodoptera eridania e controle sem danos. (SQ = soma dos quadrados, GL = graus

de liberdade, QM = quadrados das médias)

SQ Gl QM F P
Tratamento 18.337 2 9.168 | 0.625 0.540
488.75 244 .37
Tempo 2 16.650 | <0.001
0 5
Tratamento x
25.786 4 6.447 | 0.439 0.780
tempo
660.46
Residuo 45 14.677
8
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Figura 6. Concentracao de alcaloides pirrolizidinicos em Crotalaria paulina trés dias
apo6s o dano pelos herbivoros especialista e ndo especialista, dano mecanico e controle

sem dano. Letras diferentes representam diferencas significativas de 5% (Fisher'sLSD).



33

ns

N
i

_|

— -
< T

Concentragdo de compostos fenélicos (ng/mg)
(5]
1

(=]

L
Controle Manual Especialista Ndo especialista
Tipo de dano
Figura 7. Concentracao de compostos fenolicos em Crotalaria paulina trés dias apos
o dano pelos herbivoros especialista e nao especialista, dano mecanico e controle

sem dano.

DISCUSSAO

A resposta de C. paulina a diferentes tipos de danos é plastica. As plantas
induziram a producao de alcaloides apenas em resposta ao dano pelo herbivoro nao
especialista S. eridania. APs sao compostos conhecidos pela sua alta toxicidade e
seus efeitos negativos no desempenho de herbivoros (Trigo et al. 1996, Trigo 2011).
Por isso, acredita-se que tenham evoluido como compostos defensivos nas plantas,
sendo eficazes principalmente contra herbivoros nao especialistas (Macel et al.
2005, Cogni & Trigo 2016). Krug & Proksch (1993) avaliaram o efeito de 25
alcaloides diferentes no desempenho de larvas de Spodoptera littoralis e
encontraram que todos eles causaram redugao no crescimento dos individuos. Em
outro estudo, os pesquisadores mostraram que os APs isoladamente nao tiveram
efeito em Spodoptera exigua, mas apresentaram atividade deterrente, quando

incorporados juntos em dieta artificial. Portanto, 0 aumento na concentracao de APs
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totais observado em C. paulina garante uma estratégia mais eficaz contra S.eridania.

Nao foi observado aumento na concentragao de alcaloides nas plantas
danificadas por U. ornatrix, em comparagao ao grupo controle ou ao dano manual.
Ao contrario de S. eridania, U. ornatrix € um herbivoro especialista que sequestra os
APs de suas plantas hospedeiras, e os utiliza como precursores na biossintese de
feromdnios sexuais em machos para reproducao , além de fornecer protecao
quimica contra predadores para os ovos, larvas e adultos (Bezzerides et al.2004,
Ferro et al. 2006, Martins et al. 2015). Sendo assim, os alcaloides ndo conferem as
plantas protecao contra esses herbivoros, e altas concentragdes de APs mostraram
nao ter efeito no desempenho de larvas de U. ornatrix (Hoina et al.2012). Cogni et al.
(2012) evidenciaram que, mesmo sob intensa atividade de detoxificagao de
alcaloides, as larvas de U. ornatrix tiveram seu desempenho pouco ou nada afetado,
sugerindo que os processos de metabolizagdo e sequestro desses compostos nao
representem um grande custo para a espécie. Portanto, ndo induzir a produgéo de
APs apos o dano por U. ornatrix permite que C. paulina poupe o gasto energético
em sintetizar um composto que nao afetara o consumo pelo herbivoro.

Muitos estudos se empenharam em testar o efeito de diferentes tipos de dano
na inducao de respostas pela planta(Haukioja & Neuvonen 1985, Hartley & Lawton
1987, Voeckel & Baldwin 2004, Lankau et al. 2007, Mooney et al. 2009), entretanto,
0s mecanismos através dos quais ocorrea indugao diferencial ainda sdo pouco
conhecidos. Voeckel & Baldwin 2004 encontraram diferencas no padrao de resposta
expresso pela planta, quando atacada por herbivoros especialistas e nao
especialistas. Os pesquisadores encontraram ainda que essas diferencgas se
correlacionavam com os perfis dos FAC (fatty acid amino acid conjugates),
aminoacidos presentes na saliva dos insetos e que sdo responsaveis por elicitar as
respostas nas plantas. Os perfis de FAC eram idénticos para os herbivoros nao
especialistas e diferentes do herbivoro especialista (Voeckel & Baldwin 2004). Esses
resultados nos permitem imaginar um cenario onde as plantas sdo capazes de
utilizar elementos caracteristicos de cada tipo de herbivoro como pista quimica para
gerar uma resposta especifica e adequada. Esses elementos seriam pegas-chave
no entendimento da evolucao das defesas quimicas, moldando a interagao entre
herbivoros especialistas e ndo especialistas e suas plantas hospedeiras.

O aumento na concentragao de alcaloides das plantas danificadas por S.

eridania foi observada no terceiro dia apds o dano. Entretanto, as analises feitas no
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teste de premissa com as plantas nove dias apods terem sido danificadas nao
mostraram diferengas entre nenhum dos quatro tratamentos. A partir desses
resultados, € possivel inferir que existem taxas de indugao e relaxamento que
permitem que as plantas, mesmo gerando uma resposta apés o dano pelo
herbivoro, desacelerem a sintese de alcaloides algum tempo apds a retirada do
estimulo. Resultados similares ja haviam sido encontrados em outros trabalhos para
outros organismos, e sao diferentes de acordo com o herbivoro e o composto
analisado (Karban & Myers 1989, Agrawal1998).

Encontramos que as plantas induziram sistemicamente a produgéo de
alcaloides. Acredita-se que uma resposta local mais expressiva pode ser necessaria
para reparar o dano no tecido da folha e proteger o local danificado da entrada de
patogenos (Babst e tal. 2009). Entretanto, em relagéo ao efeito nos herbivoros, a
acao desse tipo de resposta € bastante pontual e direcionada apenas para o
herbivoro agente do ataque. Aumentar as defesas quimicas localmente, mas n&o
sistemicamente, pode deslocar o herbivoro para se alimentarem outras partes, nao
protegidas, da mesma planta, e, dessa forma, dispersar o dano sem
necessariamente reduzi-lo (Karban&Myers1989).Portanto, a inducao sistémica de
respostas levaria o herbivoro a procurar outra planta para se alimentar. Além disso,
pode ser mais vantajoso para a planta investir na defesa de folhas que ainda nao
estdo sob ataque, ao invés de investir em folhas que ja tiveram suas fungdes
prejudicadas pelo dano e, por consequéncia, sua contribuigdo para a aptidao da
planta reduzida. Dessa forma,a producéao sistémica de alcaloides em C. paulina
garante a planta uma protecao mais eficiente.

Tanto a concentracdo de APs quanto a concentracdo de CFs aumentou nos
quatro tratamentos ao longo do tempo. Esse aumento n&o se relaciona com a
ocorréncia de dano, e pode estar relacionado a ontogenia da planta. Plantas mais
jovens podem investir mais em crescimento que em defesa (Boege & Marquis 2005,
Ishida et al. 2005). Além disso, plantas adultas ja possuem as estruturas de
producao de compostos quimicos bem estabelecidas, sendo, portanto, mais capazes
de sintetiza-los (Hanley et al 2007).

Nao houve indu¢ado de compostos fendlicos para nenhum dos quatro
tratamentos.Os CFs sdo compostos de defesa bastante comuns e cuja agédo no
contexto da herbivoria é pouco especifica (Waretal. 2012, Furstenberg-Hagget al.

2013). Ajustes finos dos compostos quimicos de defesa que regulam as interagdes
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de herbivoria sao resultado de um processo evolutivo entre os insetos e suas plantas
hospedeiras (Ehrlich & Raven 1964, War 2012), e sdo mais provaveis quanto mais
estreita for a historia compartilhada pelos organismos. Abaixa especificidade nos
mecanismos defensivos dos CFs pode nao fornecer um cenario que facilite a
evolucao de sistemas de defesa tao particulares.

O conjunto de defesas quimicas de uma planta reflete os processos evolutivos
aos quais foi submetida, que, por sua vez, relacionam-se com a comunidade de
organismos com a qual interagiu durante sua evolucao (Ehrlich & Raven 1964,
Becerra 1997, Mauricio & Rausher 1997, Lankau 2007). O padrao de respostas
encontrado para C. paulina pode representar o modelo de maior eficiéncia para a
defesa da planta, moldado ao longo do tempo evolutivo. E possivel que os CFs n&o
constituam o principal componente do sistema de defesa dessas plantas, e, assim, o
investimento nos mecanismos de sua indug¢ao nao foi selecionado. Além disso, os
CFs possuem outras fungdes no metabolismo da planta, como atracéo de
polinizadores, protecédo contra radiagao ultravioleta e suporte estrutural (War et al.
2012, Furstenberg-Hagg et al. 2013). Os APs, no entanto, sdo compostos
caracteristicos do género Crotalaria, altamente toxicos e cuja agao anti-herbivoria é
reconhecida (Aerts et al. 1994, Trigo 2011). Todos esses fatores contribuem para

determinar o padrao de resposta encontrado em C. paulina.
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CAPITULO 2. Como o dano por herbivoria afeta a indugio de respostas
nas folhas novas, e o efeito dessa indugao no desempenho de Utetheisa

ornatrix.

INTRODUGCAO

A capacidade das plantas de induzir respostas apos o dano por herbivoros
pode envolver muitas estratégias diferentes. As plantas podem induzir defesas local
ou sistemicamente, gerar respostas nos ramos ou nas raizes, ou podem ainda
aumentar seus niveis de defesa nas préximas folhas a serem produzidas (Karban &
Carey 1984, Kaplan et al. 2008, Cornelissen et al. 2011). Essas diferentes
estratégias de indugao variam nos mecanismos de sensibilizacao da planta, rotas
bioquimicas e classes de compostos produzidos, mas principalmente no herbivoro
alvo que sera afetado por essas mudancas (Bukovinsky et al. 2009). As respostas
induzidas nas novas folhas produzidas pelas plantas apds o ataque permitem que o
efeito defensivo se dé ndo s6 no herbivoro agente do ataque, mas se estenda
também para os proximos herbivoros que encontrarem a planta (Cornelissen et
al.2011)

As vantagens em aumentar os niveis de defesa nas novas folhas estéao
associadas ao ambiente em que a planta se encontra (Young & Okello 1998, Karban
et al. 1999). Estudos mostraram que a plasticidade representada pela indugao de
respostas sera favorecida se a planta puder utilizar as informag¢des contidas no
ambiente para responder adequadamente a herbivoria (LIloyd 1984, Stephens 1989,
Karban & Adler 1996). Se a pressao de herbivoria for constante e previsivel, a
selecao natural favorecera fenétipos cujas defesas sao constitutivas. Caso a pressao
de herbivoria for imprevisivel, a selecao favorecera fenétipo de defesa que melhor se
adequa a essa imprevisibilidade, ou seja fen6tipos com alta capacidade de inducgao.
Por fim, em um cenario onde a herbivoria é variavel, mas as condicbes ambientais
fornecem pistas confiaveis sobre a probabilidade de um ataque futuro, serdao
favorecidas aquelas plantas capazes de utilizar essas pistas para responder ao dano
sofrido através da alteracao do seu fenoétipo de defesa (Karban et al.1999). Uma vez
que o dano sofrido inicialmente € frequentemente um bom preditor do dano que a
planta sofrera no futuro (Karban et al. 1999, Cornelissen et al. 2011), proteger
quimicamente as folhas novas pode ser benéfico para o individuo.

As caracteristicas dos herbivoros da comunidade local contribuem para
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moldar as estratégias de defesas induzidas das plantas. A indugéo de respostas nas
folhas novas pode ser uma vantagem para plantas perenes atacadas por herbivoros
cuja locomogao é restrita ou cujo ciclo de vida é muito mais rapido que o de suas
plantas hospedeiras, como por exemplo espécies de Lepidoptera (Karban et
al.1999). A producgéo de folhas novas com maiores niveis de defesas quimicas
garante as plantas protegao contra um herbivoro que passa grande parte do seu
ciclo se alimentando em um unico individuo, e também contra os herbivoros das
geragdes subsequentes a geracédo do herbivoro que realizou o dano.

A protecao quimica das folhas jovens das plantas pode ser explicada pela
Teoria da Defesa Otima, que diz que os organismos alocam suas defesas de forma
a maximizar sua aptidao (Rhoades 1979). Folhas em desenvolvimento sdo um dreno
de nutrientes e demandam um alto gasto energético para sua manutengao, por isso
sdo tecidos bastante valiosos para as plantas (Harper 1989, Anderson & Agrell
2005). Ha, frequentemente, uma maior concentracdo de metabdlitos secundarios
nas folhas jovens, pois a perda desses tecidos pode afetar mais negativamente a
aptidao das plantas, em comparacao a folhas mais velhas (Bowers & Stamp 1993,
Karban & Baldwin 1997). Assim, as defesas nas plantas serao alocadas
proporcionalmente ao risco de herbivoria e ao valor do tecido para a planta (Stamp
2003), e uma maior protecado quimica de tecidos jovens em ambientes com alto risco
de herbivoria futura é esperada.

Sabendo do carater defensivo dos compostos induzidos, a protegao quimica
das folhas jovens devera afetar o desempenho dos herbivoros, beneficiando a planta
que os induziu. Muitos estudos evidenciaram a influéncia negativa dos metabdlitos
secundarios das plantas no desempenho dos herbivoros. Herbivoros alimentados
com plantas contendo altos niveis de defesa apresentaram menores taxa de
crescimento e consumo, maior tempo de desenvolvimento e menor peso de pupa
(Blau et al.1978, Krug & Proksch 1993, Anderson & Agrell 2005, Macel et al. 2005,
Cogni et al. 2012).

Tendo em vista que folhas jovens sao importantes para a aptidao da planta, e
gue o dano sofrido é uma pista confiavel do risco de dano futuro, avaliamos nesse
capitulo o efeito da herbivoria na produgao de defesas quimicas em folhas
produzidas apds o dano, e o desempenho de herbivoros alimentados com folhas
novas de plantas danificadas e ndo danificadas. Esperamos que as plantas que

foram danificadas produzam folhas novas com maiores concentragcbes de CFs e
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APs, que as plantas ndo danificadas. Consequentemente, esperamos que os
individuos de U. orntatrix alimentados com as folhas novas das plantas danificadas
apresentem menores taxas de consumo e crescimento que os individuos do

controle.

MATERIAIS E METODOS

Criacao dos herbivoros. Os individuos de U. ornatrix foram criados em
laboratério, sob condi¢gdes de luminosidade e temperatura controladas,conforme

descrito nos Materiais e Métodos do Capitulo 1.

Plantio de Crotalaria paulina. Individuos de C. paulina utilizados nos
experimentos foram obtidos a partir de sementes das plantas existentes na casa de
vegetacao do Departamento de Zoologia do Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas. As plantas foram mantidas em casa de vegetacao, sem
controle de luminosidade e temperatura, e molhadas diariamente. Plantas de C.
paulina adultas (10 meses de idade) foram colocadas dentro de gaiolas (47x47x170
cm, Bioquip®) em casa de vegetacao, em um total de 5 gaiolas com 3 individuos de
C. paulina cada. Em trés das cinco gaiolas foram colocadas 30 larvas de quarto
instar de U.ornatrix, e foi permitido que se alimentassem livremente por 25 dias, até
que as plantas estivessem quase totalmente consumidas (figura 8).As plantas das
outras duas gaiolas foram mantidas intactas como grupo controle. Ao final de 25
dias, as larvas foram removidas e as plantas foram retiradas das gaiolas. Os
individuos de C. paulina foram mantidos na casa de vegetacao e molhados
diariamente. Os experimentos foram conduzidos ap6és a rebrota das plantas

danificadas.
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Figura 8. Esquema do sistema utilizado para a obtencao dos tratamentos
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para o experimento de desempenho de Utetheisa ornatrix.

Analises quimicas. Folhas de C. paulina dos dois tratamentos foram

coletadas, extraidas e submetidas a métodos colorimétricos para a quantificagéo de

APs e fendlicos totais (uma folha de cada planta para cada tratamento, sendo

rebrota: n=9; controle: n=6), como descrito nos Materiais e Métodos do Capitulo 1. A

ultima folha de cada planta foi sinalizada com um barbante para podermos identificar

posteriormente.

Desempenho de Utetheisa ornatrix. Larvas recém eclodidas de U. ornatrix

foram individualizadas em potes plasticos cilindricos (5 cm de diametro, 4 cm de

altura) e submetidas a dois tratamentos. Um grupo (n=20) foi alimentado apenas

com folhas rebrotadas dos individuos de C. paulina que foram danificados

previamente por U. ornatrix (a partir de agora referido como grupo rebrota).

Osegundo grupo (n=20) foi alimentado com folhas novas das plantas controle. As

folhas foram trocadas a cada 2 dias até o 9° dia de experimento, quando passaram a

ser trocadas diariamente.Todas as folhas foram escaneadas antes e depois de

serem oferecidas. A area consumida foi calculada pela diferenga da area inicial e
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final, como auxilio do programa Area Measure. As larvas foram criadas ateé a fase
adulta. O peso das larvas foi medido no 6°, 9° e 12° dia, além do peso das pupas.
Assume-se que ao nascer o peso das larvas nao difere. Foi calculado o tempo de
desenvolvimento larval, contado desde o primeiro instar até a emersao dos adultos.
O sexo dos adultos foi identificado segundoTravassos(1946), e o peso das pupas foi
analisado separadamente para machos e fémeas, pois f€meas podem apresentar

peso médio maior que machos(Babaei et al. 2009, Marti & Carpenter 2008).

Analises Estatisticas. As variaveis de desempenho medidas para U. ornatrix
(peso das larvas, peso das pupas e tempo de desenvolvimento larval), a area foliar
consumida, a concentracao de alcaloides e a concentracao de fendlicos totais foram

comparadas entre os dois tratamentos através de um testeT.

RESULTADOS

Analises quimicas. A concentracao de alcaloides e de compostos fenélicos
diferiu entre os tratamentos, e foi significativamente maior para as plantas do
tratamento rebrota (T = 5,424, p = 0,0002; T = 4,907, p = 0,0004, alcaloides
efendlicos, respectivamente). Os individuos do tratamento rebrota apresentaram
quase 5 vezes mais alcaloides que os individuos do grupo controle, e quase 2,5

vezes mais fendlicos (Figura 9).
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Figura 9. (A) Concentracao de alcaloides pirrolizidinicos e (B) de compostos

fendlicos em folhas dos grupos controle e rebrota.

Desempenho de Utetheisa ornatrix. A area foliar consumida pelas larvas
dos dois tratamentos diferiu significativamente entre os tratamentos,e foi maior para
as larvas do grupo controle (Figura 10). O consumo foliar diferiu a partir do 9° dia (9°
dia: T=2,544, p=0,0152, gl=38; 12° dia: T=2,955, p=0,0053, gl=38),sendo a maior

diferenca observada no ultimo tempo.
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Figura 10. Area foliar consumida (mg) por larvas de Utetheisa ornatrix ao longo de

12 dias nos tratamentos controle e rebrota.

Larvas alimentadas com folhas novas do tratamento rebrota apresentaram
peso significativamente menor que larvas alimentadas com folhas novas das plantas
controle apos 12 dias (T=2,761, p=0,0088, gl=38) (Figura 11b).Apds 12 dias o peso
médio das larvas alimentadas com folhas do tratamento rebrota foi 121,2 mg
(SEx9,15), enquanto o peso médio das larvas do grupo controle foi 160,7 mg
(SEx11,02).0 tempo de desenvolvimento larval foi significativamente maior para
larvas do grupo rebrota, que atingiram o estagio de pupa, em média, 2 dias depois
das larvas do grupo controle (t = 2,800, p = 0,009, gl = 29) (Figura 11c). Nao houve
diferenca na sobrevivéncia das larvas (Figura 11a) e entre os pesos das pupas entre

os dois tratamentos (Figura 11d).
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Figura 11. Desempenho de larvas Utetheisa ornatrix nos tratamentos controle e rebrota.
Sobrevivéncia das larvas(A). Massa das larvas(B).Tempo de desenvolvimento até o
estagio de pupa (C). Massa da pupa (D).

DISCUSSAO

As folhas novas das plantas de C. paulina que foram previamente danificadas
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por U. ornatrix apresentaram maiores concentracoes de alcaloides pirrolizidinicos e
compostos fendlicos que as plantas nao danificadas. A herbivoria sofrida é
considerada a pista mais direta sobre o risco de herbivoria futura de um ambiente
(Karban et al. 1997, Karban et al. 1999). O dano sofrido por C. paulina é indicativo
de um ambiente potencialmente perigoso, e a indugdo dos compostos quimicos nas
folhas a serem produzidas pode reduzir o dano futuro por herbivoros em um
ambiente com alta probabilidade de ataque (Agrawal 1999, Anderson & Agrell 2005).
Cornelissen et al. 2011 encontraram que as folhas de Bauhinia brevipes produzidas
no inicio da temporada de rebrota, antes de qualquer dano, apresentaram menores
concentracdes de tanino que folhas produzidas mais tardiamente, quando as plantas
ja haviam sido atacadas por herbivoros. O aumento na concentragao de tanino nas
folhas foi acompanhado de um decréscimo na sobrevivéncia de herbivoros
galhadores. Os autores atribuiram esses resultados a uma possivel capacidade das
plantas de, a partir do dano sofrido no inicio da temporada, avaliar o risco de
herbivoria do ambiente e responder sistemicamente através do aumento de taninos
no final da temporada.

As altas concentragdes de compostos defensivos encontradas nas folhas do
tratamento rebrota podem ainda estar relacionadas com o valor desses tecidos para
a planta. A Teoria da Defesa Otima postula que as plantas devem proteger as partes
mais importantes para sua aptidao futura (McKey 1974). Dessa forma,é gerada uma
variacao da distribuicdo de defesas quimicas entre as partes da planta, com
estruturas reprodutivas e tecidos em desenvolvimento sendo mais fortemente
protegidos (Faeth 1991, Anderson & Agrell 2005, McCall & Fordyce 2010). Folhas
jovens possuem maior valor fotossintético que folhas velhas da mesma planta, além
de vida util maior e, por consequéncia, maior tempo de contribuicdo para a aptidao
da planta (Harper 1989, Kitajima et al. 2002). Assim, o investimento em defesas
dessas folhas pode ser vantajoso para as plantas, principalmente em um ambiente
com alta probabilidade de dano. Além disso, os ciclos de vida de muitas espécies de
insetos herbivoros sdo marcados por surtos de reproducio. Muitos estudos
demonstraram que o desempenho de insetos herbivoros era pior quando
alimentados com folhas de plantas que haviam sido danificadas na estacao anterior.
A esse fendmeno de indugao, foi dado o nome de resisténcia induzida tardia
(Neuvonen et al. 1987, Ruohomaki et al. 1996, Nykonen & Koricheva 2004). Quando

a planta esta sob alta intensidade de ataque, a indugao de resisténcia tardia pode
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garantir que a planta escape desses “outbreaks”, e ndo invista em folhas ja
danificadas em um ambiente com grandes populagdes de herbivoros. Alguns
estudos reportaram a preferéncia de herbivoros por folhas jovens e em expanséo,
em comparacéo a folhas mais velhas (Rodrigues & Moreira 1999, Kursar & Coley
2003, Pinto et al. 2009). Por exemplo, larvas jovens de Heliconius erato, quando
posicionadas em folhas maduras, procuravam os ramos terminais para comecar a se
alimentar (Rodrigues & Moreira 1999). Pinto et al. (2009) observaram que fémeas de
Battus polydamas archidamas preferiam depositar os ovos em folhas jovens de
Aristolochia chilensis, ao invés de folhas maduras e ramos. Em florestas tropicais, as
taxas de consumo de folhas jovens podem ser mais de vinte vezes maiores que de
folhas maduras (Coley & Barone 1996). Folhas jovens apresentam menor dureza e
maior conteudo de proteinas, e essas caracteristicas as tornam mais atrativas para
os herbivoros (Rausher 1980, Kursar & Coley 2003, Pinto et al. 2009). O elevado
risco de herbivoria do ambiente em conjunto com o alto valor dos tecidos de folhas
jovens e a preferéncia dos herbivoros por esses tecidos podem explicar o padrao de
alocagao de defesas nas plantas (Stamp 2003).

Os individuos de U. ornatrix alimentados com plantas que haviam sido
previamente danificadas consumiram menos tecido foliar e ganharam menos peso
que os individuos alimentados com plantas controle. Além disso, os individuos
alimentados com folhas do tratamento rebrota apresentaram maior tempo de
desenvolvimento. Esse atraso para entrar no estagio de pupa expde a larva por mais
tempo a predadores e parasitoides, podendo aumentar a taxa de parasitismo entre
individuos (Benrey & Denno 1997, Thaler 1999). E possivel que a diferenca no
desempenho dos herbivoros esteja relacionada com a diferenga na concentragéo de
compostos quimicos observada. U. ornatrix € uma mariposa especialista em APs,
portanto, provavelmente o efeito negativo no desempenho dos individuos nao se
deve ao aumento na concentragcdo desses compostos isoladamente. Hoina et al.
2012 encontraram que individuos de U. ornatrix previamente alimentados em dietas
com baixos niveis de APs apresentaram, posteriormente, preferéncia por dietas
artificiais com altas concentragdes de APs. Os individuos alimentados previamente
em dietas com alta concentracdo de APs ndo apresentaram preferéncia, e
consumiram igualmente as dietas com baixos e altos niveis de APs. Dessa forma, os
APs sozinhos ndo devem ser responsaveis pelo comportamento alimentar

observado no experimento.
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Além dos APs, as plantas do tratamento rebrota apresentaram maiores
concentragcdes de compostos fendlicos. Os compostos fendlicos constituem um dos
grupos de metabdlitos secundarios mais comuns e dispersos filogeneticamente em
plantas (War et al. 2012, Flrstenberg-Hagg et al. 2013). Seus efeitos defensivos sao
bastante gerais, e sao eficazes ndo s6 contra herbivoros, mas também contra
patdégenos e plantas competidoras vizinhas (Bennet & Wallsgrove 1994, Cheynier et
al. 2013). Os mecanismos de indugédo desses compostos também sao bastante
gerais e apresentam baixa especificidade. Diferentes herbivoros se alimentando de
uma mesma planta podem gerar o mesmo padrao de resposta quimica (Moreira et
al. 2015). Sendo assim, € provavel que os compostos fendlicos sejam defesas
quimicas eficazes contra um amplo espectro de herbivoros, inclusive insetos
especializados em determinadas classes de compostos, como € o caso de U.
ornatrix.

A inducéao de respostas contra herbivoria pode envolver a produgao de varias
classes de compostos simultaneamente (Hartley & Lawton 1987, Tscharntke et al.
2001). E possivel que, além de APs e CFs, C. paulina produza outros compostos
defensivos que nao foram medidos no experimento, mas que também influenciam o
comportamento alimentar de U. ornatrix. O efeito desses compostos no desempenho
dos herbivoros pode variar quando atuam isoladamente ou em conjunto com outros
compostos (Bloem & Duffey 1989, Duffey & Stout 1996, Steppuhn & Baldwin 2007).
Duffey & Stout (1996) encontraram que alcaloides, inibidores de protease e
compostos fendlicos tem um efeito mais negativo no crescimento de larvas de
noctuideos quando ocorrem em conjunto, em comparacao aos seus efeitos isolados.
Os compostos defensivos das plantas também podem interagir com outras
substancias, como proteinas ou colesterol, e assim ter seu efeito alterado (Bloem et
al. 1989, Bloem & Duffey 1989). Os efeitos sinergisticos entre os diferentes
compostos quimicos das plantas contribuem para melhorar o sistema de defesa
contra herbivoros (Wittstock & Gershenzon 2002). O desempenho reduzido de
U.ornatrix pode nao ser resultado da agao de apenas um composto, mas da
combinacao de varios componentes de defesa do metabolismo de C. paulina, como

por exemplo lectinas e inibidores de proteases.
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CONCLUSOES GERAIS

A inducao de respostas em Crotalaria paulina apds o dano por herbivoros
especialistas e ndo especialistas evidenciaram que as plantas podem ser capazes
de responder de forma diferente de acordo com o agente do ataque. O dano pelo
herbivoro nao especialista Spodoptera eridania gerou maior intensidade na resposta
que o dano pelo herbivoro especialista Utetheisa ornatrix. Esses resultados
fornecem fortes evidéncias que a indugcao de compostos do metabolismo secundario
em plantas pode ter surgido em resposta ao ataque por herbivoros, e que as plantas
podem responder diferencialmente a esses ataques. A partir desse experimento,
sugerimos que as plantas sdo capazes de discriminar os agentes do ataque, ainda
que os mecanismos através dos quais as plantas realizam essa identificagdo nao

tenham sido avaliados.

Concluimos ainda que as estratégias de resposta podem variar
temporalmente.C. paulina respondeu ao ataque sofrido por U.ornatrix produzindo
folhas novas com maiores concentragcdes de compostos defensivos, em relacéo ao
controle ndo danificado. Essas alteracées nas folhas de plantas previamente
danificadas tiveram efeitos negativos diretos no desempenho de larvas de U.
ornatrix, reforcando o papel desses compostos e a importancia da indugao de

repostas para o sistema de defesa das plantas.

. C. paulina mostrou responder diferencialmente ao ataque de herbivoros
especialistas e ndo especialistas em relagado a produgao de alcaloides
pirrolizidinicos, mas nao houve diferengca em relagao a produgao de compostos
fendlicos. Além disso, C. paulina induziu tanto respostas em curto prazo, apoés trés
dias, como em longo prazo, na produgao das proximas folhas. As estratégias e
mecanismos que garantem as plantas protegao contra seus inimigos naturais sao
muito diversos. As plantas podem contar com um conjunto dessas estratégias em
seu sistema de defesa, que confere melhor desempenho e explica melhor a histéria
evolutiva de cada espécie. Portanto, estudos acerca da producdo de compostos do
metabolismo secundario em plantas continuam revelando a diversidade dos
sistemas de defesa, e sdo necessarios para fundamentar o debate que pretende

esclarecer a relagao de insetos herbivoros e suas plantas hospedeiras.
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