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RESUMO

Besouros da familia Chrysomelidae apresentam uma grande diversidade de
inimigos naturais e uma grande variedade de estratégias de defesa conira estes. Neste
trabalho, estudamos larvas de duas espécies de Cassidinae (subfamilia de Chrysomelidae),
Plagiometriona flavescens e Stolas areolata, com o objetivo principal de entender se as
mesmas se protegem contra predadores utilizando escudos de fezes e/ou outros tipos de
defesas. Realizamos experimentos de curta duragio de campo e laboratorio para testar a
protecdo dos escudos, comparando a mortalidade de larvas de ambas as espécies com o
escudo mantido, removido, ou substituide por um escudo artificial, feito com fezes da larva
da mariposa noctuidea Spodoptera frugiperda. Experimentos de campo mostraram que
larvas de ambas as espécies com o escudo natural mantido tiveram a sobrevivéncia
significativamente maior do que larvas sem escudo ou com escudo artificial, demonstrando
que esta estrutura ndo as protegem fisicamente. - Esses resultados sugeriram que a protegio
dos -escudos poderia ser de natureza quimica. Oferecendo larvas para dois modelos de
predadores, a formiga Camponotus crassus ¢ a ave Gallus gallus, em bioensaios em
laboratério, ndo obtivemos para F. flavescens padrdes semelhantes aos obtidos no campo.
Confirmamos a protegfio quimica dos escudos de P. flavescens ao verificarmos em
experimentos de campo e de laboratorio que iscas tratadas com extratos de escudo foram
rejeitadas. Larvas de S. areolata foram pouco predadas por ambos os predadores no
laboratdrio, independentemente do tratamento. Em experimentos de longa duracio, no
campo e-em laboratério, observamos que a manuteng3o dos escudos de P. flavescens nio
representa wm custo para o desempenho e nem para a sobrevivéncia das larvas. Portanto,
pode-se concluir que o escudo € um tipo de defesa desta espécie por serem impalataveis e

poucos custosos para a larva. Para S. areolata, em experimentos de longa duragiio no
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laboratorio, verificamos ‘que seus escudos provocam um aumento significativo na
mortalidade, apesar de nd3o representarem nenhum. custo para o seu. desempenho. No
experimento semelhante, realizado no campo, nfic encontramos diferenca significativa na
mortalidade de larvas com ou sem ¢ escudo. Neste caso, sugerimos que o escudo possa
apresentar outra fun¢@o, que nio a protegiio contra predadores. No segundo capitulo da
tese testamos a eficiéncia de outras estratégias de defesa quimica das larvas estudadas.
Verificamos que P. flavescens protegem-se de predadores quimicamente. orientados através
da camuflagem quimica, ja que hidrocarbonetos cuticulares das larvas-e de folhas de sua
planta hospedeira apresentam 78% de similaridade. Devido a esta estratégia, observamos
em experimentos de laboratorio que formigas C. crassus nio sdo capazes de encontrar as
larvas. Larvas de S. areolata se protegem através de substincias apolares presentes nos
seus corpos. Verificamos em experimentos de laboratério que iscas tratadas com extratos
apolares de larvas sfo rejeitadas por G. gallus. Nio verificamos o mesmo tipo de reagdo
em predadores no campo, mas € possivel que as substancias apolares do corpo das larvas
sejam potencialmente uma estratégia de defesa de S. areolata. Este trabatho demonstra que
duas espécies de uma mesma sub-familia podem se proteger de maneiras distintas dos seus

predadores.



A ABSTRACT

- Chrysomelidae beetles have a great diversity of natural enemies and also present
many different defensive strategies. In this work we have studied two Cassidinae species (a
Chrysomelidae subfamily), Plagiometriona flavescens and Stolas aresiata, with the main
objective to understand if these species can protect themselves against predators using their
fecal shields or chemical substances.-We have carried ‘out short-term experiments in the
field and in the laboratory to test shield protection by. comparing the mortality of larvae of
both species with their fecal shield maintained, removed or substituted by an artificial
shield, without unpalatable chemical substances. Field experiment revealed that larvae of
both species experimented with their natural shield survived more frequently than larvae
without shield or with artificial shield, thus suggesting the chemical nature of the defense.
In laboratory experiments we have offered larvae to ants Camponotus crassus and to
chicks, Gallus gallus. We have obtained for P. flavescens similar patterns of those obtained
in the field, but with non-significant differences. We have confirmed the chemical
protection provided by its shield because of the high rejection rates of baits treated with
shield extract both in the field and laboratory bioassays. Both predators preyed upon few S.
areolata larvae, mdependently of the treatment they were submitted. In long-term
experiments in the field and in the laboratory using P. flavescens larvae, we have observed
that the maintenance of the shields did not represent any cost in the performance and
survivorship of the larvae. Therefore, shields represent a defense for being unpalatable and
cheap for larvae. Long-term experiments in the laboratory, using S. areolata larvae,
showed the presence of the shield increases larval mortality, although no difference in the
performance of larvae with and without shield was detected. In a similar experiment

conducted in the field we did not detect any significart difference in the mortality of larvae
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with or without shields. In this case, we concluded that this structure may have a different
function than protecting larvae against predators. Inthe second chapter; We have tested the
efficiency of other strategies of chemical defense. We have. observed that P. flavescens
larvae protect themselves against chemically oriented predators by the chemical
camouflage. Cuticular hydrocarbons of larvae are 78% similar to the hydrocarbons of its
host plant; thus C. crassus ants were not able to find P, flavescens. Larvae of S. areoiata
protect themselves by apolar compounds, which are present in their body. We have
observed in laboratory bioassays that baits treated with the apolar extract of larvae are
rejected by G. gullus. We did not observe the same type of predator behavior in a field
experiment. However, it is possible that such apolar substances could be potentially
defensive to S. areolata larvae. Finally, this work shows that two different species

belonging to the same sub-family can protect themselves against predators so differently.
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INTRODUCAO GERAL

Em todas as comunidades existem interacBes entre os organismos nas quais cada
animal se alimenta de uma ou vérias espécies de animais ou plantas e também pode ser
consumido por outros predadores ¢ parasitas (Edmunds 1974). Por isso, é esperado que
exista competic3o entre predadores por presas, levando-os a desenvolverem estratégias
especializadas e eficientes para capturar determinadas espécies de presas (Edmunds 1974).
Da mesma forma, como todos os organismos s3o potencialmente alimento para outros,
foram desenvolvidos diversos tipos de _éefesa, fisica, quimica, morfoldgica ou
comportamental, para evitar que sejam atacados ou predados (Edmunds 1974; Begon et al
1990). Portanto, qualquer caracteristica que reduza as. chances de sucesso do ataque por
um outro amimal, parasitas ou predadores, pode ser considerado mecanismo defensivo
(Edmunds 1974). Considerando-se que em uma seqiiéncia completa de predacio, uma
presa deve ser detectada, atacada, capturada, subjugada ¢ consumida pelo predador (Chai
1990), as defesas devem aumentar a sobrevivéncia de presas interrompendo o processo de
predagdo em qualquer um desses estigios (Begon er al. 1990). Camuflagem,
aposematismo, anacorese ¢ mimetismo s3o exemplos de mecanismos primarios de defesa,
que operam antes do predador e/ou parasita iniciar o ataque; esconder, voar, apresentar
comportamento de ameaga ao inimigo, tanatose, direcionar o ataque a uma parte nio
vulneravel, ou retaliar utilizando diferentes armas como espinhos, quelas, pegas bucais ou
substancias quimicas impalataveis ou toxicas, sdo exemplos de mecanismos secundarios de
defesa, que operam de forma a aumentar as chances de um individuo sobreviver ao

encontro com o predador e/ou parasita (Edmunds 1974; Begon et al. 1990).



Portanto, mecanismos anti-predagfio devem existir em todos os organismos. Insetos
fitofagos, entre eles os besouros da familia Chrysomelidae, podem ser considerados presas
expostas ao encontro com seus inimigos naturais por diversos fatores. A relativa baixa
conversio do alimento em energia faz com que os insetos fitéfagos gastem muito tempo
para alimentacio (Pasteels ef al. 1988b; Schoorhoven er al. 1998) e por isso podem ser
facilmente localizados e capturados (Pasteels et al. 1988b). Esta facilidade ¢ reforcada
pelo fato da maioria das espécies dessa familia ter o habito da ectofagia, sendo encontrados
sobre folhas em todos os estigios de desenvolvimento (Olmstead 1996). Pasteels &
Rowell-Rahier (1991) também sugerem que o fato dos Chrysomelidae serem em sua
maioria oligdfagos, terem alta fecundidade e se alimentarem em plantas com distribuicio
agregada, permite que predadores utilizem, para encontra-los, pistas da sua planta
hospedeira, além das pistas da propria presa.

Considerando-se as informagdes descritas acima, pode-se entender a riqueza de
inimigos naturais de Chrysomelidae. Estes sio representados por organismos de diferentes
grupos taxonbmicos, variando desde patdgenos intracelulares, como bactéria e virus,
parasitas, como helmintos nematédeos, vespas e moscas parasitéides até predadores
maiores como aves € lagartos (Olmstead 1996; Jolivet & Verma 2002; Nogueira-de-Sa &
Vasconcellos-Neto 2003a).

Na sub-familia Cassidinae, na qual pertencem as espécies investigadas neste
trabalho, o padrdo ndo ¢é diferente. Em uma revisio sobre inimigos naturais de Cassidinae,
Olmstead (1996) menciona que, entre Chrysomelidae, esta sub-familia é uma das que
apresentam parasitismo mais freqiientemente; e que inimigos naturais podem provocar
grandes impactos em populagdes. Nogueira-de-Sé et al. (no prelo) e Olmstead (1996)

revisaram os registros de inimigos naturais de Cassidinae na literatura e verificaram que:



1. Os principais inimigos no estdgio de ovo sdo formigas predadoras e himendpteros
parasitoides.
2. Os principais predadores de larvas e pupas sio aranhas, hemipteros e formigas.

Estas ultimas, apesar de serem representadas por poucas espécies, tém grandes
immpactos em populagdes de cassidineos na regifio tropical. Os principais
parasitides de larvas e pupas sfo Eulophidae e Chalcididae (Hymenoptera) e
Tachinidae (Diptera).

3. Aves sdo predadores de adultos, apesar de ndo haverem muitos registros de
inimigos naturais de cassidineos neste estigio de desenvolvimento. Também
existem registros ocasionais de parasitismo por Tachinidae (Diptera) e parasitismo
por nematddeos nesse estagio de desenvolvimento.

Tabelas de vida e estudos populacionais de vérias espécies de Cassidinae, indicam que a maior
parte da mortalidade provocada por inimigos naturais ocorre nos estigios imaturos.
Aproximadamente 65% das interagGes entre Cassidinae e inimigos naturais envolvem
larvas e pupas, 25% envolvem ovos, enquanto que existem poucos registros para adultos
(Olmstead, 1996). Segundo esse autor, a baixa incidéncia de ataques a adultos pode ser
explicada pelo fato dos mesmos serem bem protegidos contra inimigos. Entretanto,
nenhum trabalho deixa claro se existe relag@o entre os poucos registros de ataques a adultos
€ a protecdo dos mesmos conira inimigos.

A riqueza de inimigos naturais é considerada por alguns autores como uma pressio
seletiva importante que resultou na grande variedade de estratégias de defesa dentro de
Chrysomelidae;as quais podem ser de natureza fisica, comportamental, morfologica ou
quimica (Pasteels er al 1984; Pasteels er al. 1988b; Olmstead 1996; Vencl er al. 1999;

Jolivet & Verma 2002; Nogueira-de-S4 & Vasconcellos-Neto 2003a). Segundo Vencl &



Morton (1999), defesas quimicas t&m recebido a maior parte da atencio nos tltimos anos.

Entretanto, como este tipo de defesa serd discutido mais extensamente nos capitulos a

seguir, nesta parte do trabalho eu citarei exemplos que ilustram outros tipos de defesa de

Chrysomelidae:

1. Cuwdado parental. Fsta estratégia ¢ bastante rara entre os Chrysomelidae, sendo registrada
apenas em 22 espécies, pertencentes a oito géneros das sub-familias Chrysomelinae e
Cassidinae (Chaboo 2002). No caso da segunda sub-familia, todos os casos conhecidos até
0 momento ocorrem na regido Neotropical (Windsor 1987; Windsor & Choe 1994; Jolivet
& Verma 2002). Em todos os exemplos conhecidos, o cuidado ¢ exercido somente pela
fémea (Windsor & Choe 1994; Chaboo 2002; Frieiro-Costa & Vasconcellos-Neto 2003 e
os casos em que machos foram observados perto de desovas sic raros e a funcdo destes ndo
foi investigada (Windsor & Choe 1994; Windsor et al. 1992; Jolivet & Verma 2002).
Entretanto, o tempo em que a prole é cuidada se diferencia entre Cassidinae e
Chrysomelinae; o primeiro grupo guarda a prole até o fim da fase de pupa (Buzzi 1988;
Windsor & Choe 1994), enquanto que no segundo grupo o cuidado se restringe a fase
larval (Windsor & Choe 1994). Todas as espécies de Cassidinae que apresentam este
comportamento utilizam lianas, principalmente das familias Convolvulaceae e Asteraceae,
como plantas hospedeiras, t8m desovas numerosas e as larvas sio altamente gregarias
(Windsor & Choe 1994; Chaboo 2002; Frieiro-Costa & Vasconcellos-Neto 2003).
Segundo Windsor et al. (1992) esta estratégia somente ¢ observada em espécies médias e
grandes (maiores que 7,5mm.). As fémeas ficam sobre a prole, ndo se alimentando durante
o periodo de guarda (Buzzi 1988; Windsor & Choe 1994; Frieiro-Costa & Vasconcellos-
Neto 2003) e defendendo as larvas fisicamente contra predadores (Kudo & Ishibashi 1995;

Chaboo 2002; Jolivet & Verma 2002).



2. Gregarismo de larvas. A origem do gregarismo em larvas, geralmente, é a oviposi¢io agrupada
{Grégoire 1988, Jolivet & Verma 2002). O gregarismo tern como fungfo principal a defesa
de larvas. Segundo Grégoire (1988), a defesa pode ocorrer pela redugio da probabilidade
de que uma larva individualmente seja atacada quanto maior for o tamanho do grupo em
que se enconfra. Além disso, no caso de larvas que apresentam substincias
impalativeis/toxicas, o efeito aditivo destas em um agregado, pode se tornar mais 6bvio
(Gregoire 1988; Blum 1994; Olmstead 1996). Além da fungo de defesa, a agregacio pode
facilitar a alimentacfio de larvas recém-emergidas dos ovos, jé que em algumas espécies
essas nio sdo capazes de perfurar a cuticula da folha (Grégoire 1988). Pode haver também
agregagdes de adultos que ocorrem quando os mesmos apresentam atividade reduzida e
procuram um local com micro-clima favoravel (Flowers 1991; Jolivet & Verma 2002).
Algumas espécies de Chrysomelidae apresentam agrega¢bes poli-especificas (Grégoire
1988; Jolivet & Verma 2002). A intensidade do gregarismo pode variar dependendo da
espécie (Grégoire 1988). Podem ser encontradas desde agregacdes representadas por
larvas se alimentando na mesma folha e com contatos ocasionais, até grupos de larvas
muito proxXimas ¢ permanentemente unidas, apresentando um comportamento de agregacio
(Grégoire 1988). Este segundo e mais compacto tipo de gregarismo pode ser também
chamado de cicloalexia, como sera explicado no préximo item.

3. Cicloalexia. A cicloalexia ¢ definida como um anel de defesa de larvas de insetos, tanto
durante o dia como durante a noite (Vasconcellos-Neto & Jolivet 1994). Quando estio
nesta posi¢do, as larvas forrmam um circulo, permanecendo fortemente unidas com suas
cabegas ou extremidades do abdomen virados para a periferia. Algumas larvas
permanecem no centro do circulo (Vasconcellos-Neto & Jolivet 1994). Geralmente
ocorrem trocas de posigdes no circulo (Vasconcellos-Neto & Jolivet 1994). Larvas nesta
posi¢do apresentam movimentos coordenados (Vasconcellos-Neto & Jolivet 1994; Jolivet

& Verma 2002), podendo apresentar comportamentos ameacadores, regurgitarem e



morderem para repelirem predadores e parasitéides (Vasconcellos-Neto & Jolivet 1994;
Jolivet & Verma 2002). Por esta raziio, Vasconcellos-Neto & Jolivet (1994) mencionaram
que a eficiéncia da cicloalexia em proteger larvas contra Inimigos naturais ¢ aumentada se
larvas apresentam defesas quimicas. Entre os Chrysomelidae, este fendmeno também jafoi
observado nas sub-familias Chrysomelinae e Galerucinae {(Vasconcellos-Neto & Jolivet
1994), e algumas vezes ¢ associado ao cuidado parental (Vasconcellos-Neto & Jolivet
1994; Jolivet & Verma 2002). Assim como o gregarismo, a cicloalexia também se grigina
de ovos agrupados €, apds 24h. da emergéncia dos ovos, as larvas Ja formam o padrio de
agregagdo em circulo (Chattopadhyay & Sukul 1994). Em Aspidomorpha miliaris
(Cassidinae) o tamanho dos grupos varia amplamente e larvas provenientes de uma mesma
desova podem se arranjar em um ou dois circulos (Chattopadhyay & Sukul 1994). Este
comportamento nem sempre ¢ mantido até que se atinja a fase de pupe, € larvas de algumas
especies como os cassidineos Aspidomorpha miliaris ¢ Conchyloctenia puntata se
dispersam nos tltimos instares de desenvolvimento (Chattopadhyay & Sukul 1994; Heron
1999). Segundo Jolivet & Verma (2002) feromédnios devem estar envolvidos na agregacio
de larvas em cicloalexia. Entretanto, como Vasconcellos-Neto & Jolivet (1994)
mencionaram casos de circulos poli-especificos, deve haver outro mecanismo para unir as
larvas e coordenar seus movimentos.

4. Tanatose. A ocorréncia do comportamento de tanatose ¢ variavel mesmo dentro de um grupo
(Jolivet & Verma 2002). Esta ocorre em diferentes espécies de diferentes grupos. Segundo
Windsor ef al. (1992) este comportamento é mais freqitente entre espécies maiores (>
11lmm.). Apesar dos muitos exemplos sobre adultos (Olmstead 1996), para larvas existe o
exemplo do cassidineo Cistudinella sp. alimentando-se em Cordia trichotoma

(Boraginaceae) (Lenice Medeiros, com, pess.).



5. Vbdo. Voar quando houver perturbag@o é¢ um comportamento comum em espécies menores de
Cassidinae (4-7mm.), enquanto que as espécies maiores raramente utilizam esta estratégia
(Windsor et al. 1992),

6. Saltos. Espécies com habilidade de saltar podem se beneficiar de um eficiente modo de
locomogio (Furth 1988), além de se tornarem presas dificeis de serem capturadas (Begossi
& Benson 1988; Furth 1988). No entanto, esta estratégia é observada somente em
membros da sub-familia Alticinae.

7. Estridulagdo. O comportamento de produzir som pela fricgdo de estruturas modificadas e/ou
superficie € observade em Cassidinae e também em besouros das subfamilias Hispinae,
Clytrinae, Criocerinae, Zeugophorinae, Megalopodinae e Palophaginae (Schmitt 1994).
Trés tipos de sistemas estridulatérios ja foram descritos, sendo formados basicamente por
estruturas cuticulares (Schmitt 1994). Segundo Schrnitt (1994) e Jolivet & Verma (2002) o
sistema estridulatorio das espécies de Chrysomelidae apresentam a fung¢fio de perturbar
predadores através do som e por isso pode ser considerado um mecanismo de defesa.

8. Mimetismo. Devido ao fato de muitos Chrysomelidae serem quimicamente defendidos
(Pasteels er al. 1988a,b), tanto larvas como adultos participam de anéis miméticos e sdo
modelos para muitos mimicos batesianos (Balsbaugh-Jr. 1988). Estes complexos de
espeécies ndo sdo formados necessariamente sé por Chrysomelidae, mas incluem muitos
outros taxa, como besouros de outras familias ou insetos de outras ordens (Balsbaugh-Jr.
1988). Del-Claro (1991) descreveu o mimetismo entre o alticineo Homophoeta octoguttata
(modelo) e o cerambicideo Adesmus colligathus (o mimico). Vasconcellos-Neto (1988)
distinguiu oito diferentes morfotipos de Chelymorpha cribraria (Cassidinae) ocorrendo em
simpatria ¢ que provaveimente faziam parte de um anel mimético, junto com espécies de
Coccinelidae (Coleoptera). Também podem ser encontrados exemplos de mimetismo

wasmaniano em que parasitas tornam-se semelhantes ao hospedeiro como forma de



facilitar a associagfio e sio exemplificados pelo Clytrinae Hockingia curiosa e pelo
Cryptocephalinae Isnus petasus (Jolivet & Verma 2002).

9. Coloragiio. Apesar do papel da coloragio de Chrysomelidae ndo ter sido testado até o
momento, existern, em algumas espécies, evidéncias de que a coloragio pode estar
associada a prote¢o contra inimigos naturais (Olmstead 1996; Jolivet & Verma 2002},
Muitos exemplos podem ser encontrados na natureza em que larvas pertencentes a diversas
sub-familias (entre elas, Cassidinae) apresentam coloragio criptica ou se cobrem com
produtos do ambiente ou das mesmas como forma de se camuflarem (Balsbaugh 1988;
Olmstead 1996; Jolivet & Verma 2002) ou tém coloragdio aposemitica (Olmstead 1996).
Adultos de Cassidinae podem ser confundidos com folhas, fezes de aves, galhas e até
mesmo o céu (quando othado por baixo) (Windsor ef al. 1992; Olmstead 1996). Adultos
dourados podem ser protegidos por parecerem gotas de chuva ao serem observados sob o
sol ou refletirem a imagem do ambiente, camuflando-se (Windsor et al. 1992; Jolivet
1994). Diversas espécies de Cassidinae apresentam a volta do élitro transparente, deixando
parecer o substrato e confundinde o inimigo (Jolivet 1994). Algumas espécies de
Chrysomelinae, Alticinae e principalmente Cassidinae também podem mudar de cor {Buzzi
1988; Jolivet 1994; Jolivet & Verma 2002), tornando-se mais cripticas ou mais conspicuas,
dependendo da situagio. Estas mudangas podem acontecer rapidamente, como o caso de
Aspidomorpha (Cassidinae) que muda de dourado para vermelho em 2-3 minutos (Jolivet
1994), ou podem ocorrer com a mudanga da estagio ou idade (Jolivet & Verma 2002).
Outras espécies ainda podem apresentar coloracio conspicua durante toda 2 sua vida
(Windsor et al. 1992; Olmstead 1996).

10. Alimenta¢io escondida. Para estarem fora da visio dos predadores e parasitas, larvas de
muitas espécies de Chrysomelidae podem forragear em horério diferente ao da atividade
dos inimigos, podem se alimentar em partes protegidas da planta hospedeira, ou as escavé-

las e consumir suas partes internas (Jolivet & Verma 2002). Exemplos relacionados 2 esta



estratégia sdo os de larvas da sub-familia Sagrinae, que podem formar galhas (Jolivet &
Verma 2002), e larvas de algumas espécies de Alticinae, Galerucinae, Hispinae e
Zeugophorinae que sio minadoras (Jolivet & Verma 2002). Seifert & Seifert (1979)
também investigaram cinco diferentes géneros de Hispinae que se alimentam da superficie
interna de folhas jovens de Heliconia (Musaceae), que permanecem enroladas. Algumas
especies de Alticinae, Galerucinae, Eumolpinae e Synetinae se alimentam de raizes (Jolivet
& Verma 2002). Existem ainda exemplos de Cassidinae que no se alimentam escondidos,
mas que utilizam refigios no solo. Neste caso as larvas s3o capazes de se mover
rapidamente entre os sitios de alimentagio na planta hospedeira e o refiigio (Windsor et al.
1892). Frieiro-Costa & Vasconcellos-Neto (2003) observaram que durante a noite, larvas
de Omaspides tricolorata saem da posi¢io de cicloalexia e se movem para sitios de
alimentaco, voltando a posigdo de defesa no crepisculo matinal.

I1. Outras caracteristicas morfolégicas. Blum (1994) sugeriu que a grande diversidade de formas
do corpo de larvas de Chrysomelidae, variando de achatadas a sub-cilindricas, podem ter
significdncia no confronto com predadores. A forma do corpo de Cassisinae ¢
freqiientemente mencionada como defensiva (Windsor ef al. 1992; Olmstead 1996; Jolivet
& Verma 2002). Cassidinae adultos sio capazes de retrair os seus apéndices por baixo do
élitro ¢ pronoto quando perturbados, justificando serem chamados de besouros tartaruga
(tortoise beetles) (Olmstead 1996). Elitros e pronoto sdo fortemente encaixados, formando
uma carapaga dnica (Windsor er a/. 1992), e sfo altamente esclerotizados, tornando-os
bastante rigidos (Jolivet & Verma 2002). Em muitas espécies, as margens dos €litros e
pronoto sdo achatadas, cobrindo além do corpo e cabeca do besouro (Olmstead 1996;
Jolivet & Verma 2002). Adultos de Cassidinae também possuem tarsos que se aderem
fortemente ao substrato, tornando-os dificeis de serem removidos (Windsor et al. 1992;
Attygalle ef al. 2000). Em cada tarso podem ser encontrados 60.000 cerdas responsaveis

pela adesdo ao substrato (Attygale et al. 2000; Jolivet & Verma 2002). Quando o adulto
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esta s¢ locomovendo normalmente, apenas uma pequena parte das cerdas contatam a
superficie (Attygale ez al. 2000; Jolivet & Verma 2002). Entretanto quando perturbados,
ocorre a secregdo de alcanos e alcenos do tarso que facilitam o contato de todas as cerdas
com a superficie {Attygale er al 2000; Jolivet & Verma 2002}, tomando-os firmermente
aderidos  superficie da folha (Jolivet & Verma 2002).

Conforme mencionado anteriormente, larvas e adultos ainda podem se defender
quimicamente, utilizando diversas estratégias ¢ diferentes compostos quimicos. Este tipo
de defesa corresponde 4 abordagem principal deste trabalho.

Esta tese foi planejada com o objetivo inicial de testar somente a eficiéncia do
escude de fezes como estratégia de defesa de larvas de duas espécies de Cassidinae,
Plagiometriona flavescens e Stolas areolata. Enfretanto, ao realizar os experimentos
propostos no projeto inicial fizemos duas observagdes importantes sobre cada uma das
espécies:

Ao oferecer larvas de P. flavescens para coldnias de formigas Camponotus crassus,
observamos que estas néio reconheciam as mesmas como presas. As formigas caminhavam
sobre as larvas e ndo tentavam atacé-las. Este mesmo comportamento de formigas ja havia
sido observado por Portugal (2001) quando estas estavam em contato com larvas da
borboleta ithomfinea Mechanitis polymnia. Este autor verificou que formigas nio notavam
a presenga das larvas porque estas se camuflavam quimicamente em fothas de sua planta
hospedeira. Essa camuflagem ocorria porque o padriio de hidrocarbonetos cuticulares de
M. polymnia era similar ao da sua planta hospedeira. Considerando estes fatos, incluimos
novos experimentos ao trabatho para verificar se o comportamento de formigas perante P.
flavescens também se explicava pela camuflagem quimica das larvas.

Ao realizar bioensaios oferecendo larvas de S. areolata para formigas C. crassus e Gallus
gallus, verificamos que as larvas eram rejeitadas pelos predadores independentemente da

presenca ou auséncia dos escudos. Considerando esta indicacio, levantamos a hipétese de
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que larvas se protegeriam por substancias quimicas presentes no corpo e nio nos escudos.
Para testa-la, incluimos novos experimentos para verificar o papel de substancias presentes
no corpo de larvas em protegé-las contra predadores.

Portanto o objetivo dessa tese foi estudar como duas espécies de Cassidinae, P.
Flavescens ¢ S. areolata, se protegem contra predadores utilizando diferentes estratégias.
Para isso, os seguintes objetivos especificos foram abordados:

Verificar o papel do escudo de fezes na proteciio das larvas contra predadores,
determinando as taxas de sobrevivéncia de larvas com e sem escudo e estimar a
influéncia de predadores sobre as mesmas no campo.

Se larvas que tiverem seu escudo mantido apresentarem maior sobrevivéncia em
comparagdo com larvas sem o escudo, determinar se a natureza da protecio pelo
escudo de fezes ¢ fisica ou quimica.

Verificar se a presen¢a e manutencdo do escudo de fezes representam algum custo
no desenvolvimento e desempenho de larvas.

Se o escudo de fezes ndo tiver o papel de aumentar a sobrevivéncia das larvas,

verificar se as mesmas apresentam outra estratégia de defesa..
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ESPECIES ESTUDADAS

Stolas areolata (Germar, 1824) (Figuras 1A,B)

Esta espécie pertence 3 tribo Stolaini e foi registrada somente utilizando Cales
pinnatifida (R. Br.) Less. (Asteraceae) (Nogueira-de-S4 & Vasconcellos-Neto 2003b).
Segundo Borowiec & Swietojanska (2003), esta espécie j4 foi registrada em localidades no
Sul e Sudeste do Brasil e na Argentina. Os ovos s3o colocados agrupados (tamanho médio
da desova € de 6 ovos), seu desenvolvimento desde fase de ovo até a fase adulta leva em
media 29 dias, sendo aproximadamente 14 dias para a fase larval (Nogueira-de-Sé &
Vasconcellos-Neto 2003b). Larvas desta espécie apresentam escudo de fezes que nio
cobre toda a extens3o do corpo. Aspectos da interacio de S. areolata com sua planta
hospedeira e nimigos naturais ja foram investigados por Nogueira-de-S4 & Vasconcellos-
Neto (2003a,b), ressaltando como provéveis estratégias de larvas contra predacio e
parasitismo a freqiiente localizacio na superficie inferior das folhas da planta hospedeira, o
habito gregario em instares iniciais de desenvolvimento e a capacidade de regurgitar ao ser
perturbada.  Segundo Nogueira-de-S& & Vasconcellos-Neto (2003a), predacio e
parasitismo sio importantes causadores de mortalidade de ovos e larvas desta espécie.
Larvas sdo predadas por hemipteros e aranhas e parasitadas por uma espécie de Tachinidae
(Diptera) (Nogueira-de-S4 & Vasconcellos-Neto 2003a). Esses autores encontraram oito
especies de himendpteros parasitéides de ovos. Nogueira-de-Sa & Vasconcellos-Neto
(2003a) também verificaram que ocorre uma sincronia na flutuagio da abundancia de
predadores potenciais e besouros ao longo do ano, sugerindo uma pressio provocada pelos

inimigos naturais.
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Plagiometriona flavescens (Boheman 1855) (Figuras 1C,D)

Esta especie pertence a tribo Cassidini e foi registrada utilizando Acnistus spinosus
U.D., Acnistus arborecens (L.} Schecht., Aureliana fasciculata (Vellozo) Sendt. € Solanum
sisymbriifolium Lam., todas da familia Solanaceae, como plantas hospedeiras (Buzzi 1988
e 1994, Nogueira-de-S4 & Macédo 1998; Borowiec & Swietojanska 2003). Segundo
revisdes de Buzzi (1988; 1994), esta familia de planta é a mais fregiiente entre as
hospedeiras de varias espécies do género Plagiometriona. Na area de estudo, observamos
esta espécie consumindo somente Aureliana fasciculata. De acordo com Buzzi (1988) e
Borowiec & Swietojanska (2003), esta espécie ja foi registrada em diversas localidades no
Brasil, no Paraguai e na Argentina.

Ovos de P. flavescens sio colocados isoladamente, € da mesma forma permanecem
as larvas durante toda essa fase (Nogueira-de-Sa & Macédo 1999). Seu desenvolvimento
desde a fase de ovo at¢ a fase adulta leva em média 36 dias, sendo aproximadamente 24
dias para a fase larval (Nogueira-de-Sa & Macédo 1999). Larvas desta espécie apresentam
escudo de fezes que cobre quase toda a extensdo do corpo. Alguns aspectos de sua
biologia, interagio com inimigos naturais e preferéneia alimentar foram investigados por
Nogueira-de-Sa & Macédo (1998;1999), destacando-se a influéncia de hemipteros
predadores, himenopteros parasitéides de ovos e pupas, ¢ de um Tachimidae (Diptera)
parasitéide de larvas. Entre as estratégias contra predagfio e parasitismo de larvas, além da
presenca do escudo de fezes, ressalta-se a localizacdo freqilente de larvas, em instares
iniciais de desenvolvimento, na superficie inferior de folhas (Nogueira-de-S4 & Macédo

1999).
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AREA DE ESTUDO

Os experimentos de campo deste trabalho foram realizados no Parque Estadual
Intervales (24°12°S a 24°25°S e 48°03°0 a 48°30°0), localizado em territdrio de cinco
municipios do Estado de S3o Paulo: Ribeirio Grande, Guapiara, Iporanga, Eldorado
Paulista ¢ Sete Barras, totalizando 49.888 ha. de 4rea. Abrange parte da Serra de
Paranapiacaba, com altitudes variando entre 60 a 1100 m, e est4 inserido entre os vales do
rio Paranapanema e do rio Ribeira do Iguape (Fundacio Florestal 1997).

Grande parte do seu territdrio estd localizada na zona intertropical e por isso ©
clima ¢ do tipo Af. - tropical chuvoso de floresta, segundo a classificagdio de Kdppen. A
media anual de precipitacio e de temperatura na regifio do Parque onde foi realizado este
trabalho varia entre 1500 e 2000 mm. e 20 a 22°C, respectivamente (Fundac@o Florestal
1997).

O Parque Intervales apresenta como vegetagiio predominante a Mata Atlantica. Na
porgao norte do Parque, no planalto Guapiara, a vegetacio recebe uma maior contribuigdo
de especies da floresta estacional semidecidual (Fundagfio Florestal 1997). Contribuem
para a diversidade da fisionomia da vegetagiio do Parque vérios fatores como o relevo, o
embasaﬁlento das rochas granito-gnaisse-migmatiticas, os solos predominantemente acidos
e rasos, € o clima quente € imido (Fundagfo Florestal 1997).

Para que as populagdes das espécies estudadas ndio fossem alteradas na area onde
foram realizados os experimentos (e conseqiientemente seus inimigos naturais também},
coletamos  adultos das espécies estudadas na Serra do Japi, Jundiai, Sio Paulo
(23°11°S/46°52°0), no limite sul da zona tropical. Esta serra (700 ~ 1300 m. de altitude) ¢

formada por um macigo que se estende de sudoeste para nordeste (Pinto 1992). A Serra do



15

Japi ocupa uma posig8o geografica muito peculiar no estado de S3o Paulo, estando situada
ern uma regifio de interface entre duas fisionomias de vegetagio distintas: a Mata Atlantica
¢ as florestas mesdfilas semideciduas do planalto (Leito-Fitho 1992).

Dentro do Parque Intervales selecionamos a trilha do Lago Negro para a realizaciio
dos experimentos. Esta trilha foi escolhida porque estavam presentes as plantas
hospedeiras de ambas as espécies de Cassidinae, Aureliana fasciculata e Calea pinnatifida,
e as populacBes dos besouros na 4rea eram aparentemente pequenas. Além disso,
experimentos prévios, com massas de modelar como modelos de presas, indicaram que
nessa trilha havia uma das mais altas taxas de predaciio na area de estudo.

Os experimentos de campo foram realizados durante quatro verdes consecutivos,
entre margo e abril/2000 e entre novembro e abril dos verdes subseqiientes, encerrando-se
em abril 2003. Os experimentos foram realizados durante esses meses porque esta ¢ a
€poca em que larvas e seus potenciais predadores sdo mais abundantes (Nogueira-de-Sa &

Vasconcellos-Neto 2003a).

CRIACAQ DAS ESPECIES ESTUDADAS EM LABORATORIO

Tanto nos experimentos de campo, como nos de laboratério, utilizamos larvas que
eram provenientes da criacdo mantida no Laboratério de Ecologia Quimica, Departamento
de Zoologia, Instituto de Biologia, UNICAMP. Coletamos adultos de S. areclata e P.
flavescens na Serra do Japi e os mantivemos em laboratério para a obtengdo de ovos e,
posteriormente, larvas. As condigdes das cimaras de criacdo foram 12:12 L:E, 25°C, UR
ndo totalmente controlada ( 50-60%). Folhas oferecidas para alimentacfio das larvas

também foram provenientes de plantas hospedeiras trazidas da Serra do Japi e plantadas
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em vasos de 50 litros, na casa de vegetagdo do Laboratério de Ecologia Quimica.
Adotamos este procedimento para que pudéssemos nos certificar da origem das larvas, e

n#o utilizar larvas doentes ou parasitadas nos experimentos.

MANUTENCAQ DAS PLANTAS HOSPEDEIRAS

As plantas utilizadas em todos os experimentos desta tese foram obtidas através de
mudas coletadas na Serra do Japi e cultivadas individualmente em vasos plasticos na casa
de vegetag@o do Laboratério de Ecologia Quimica. Estas mesmas plantas foram utilizadas
nos experimentos de campo. Na ocasific dos experimentos, estas foram levadas para o
campo ¢ colocadas ao longo da trilha com o espacamento de 10 metros entre cada vaso.
Desta forma, pudemos padronizar nas plantas utilizadas o tamanho, aproximadamente um
metro de altura, e arquitetura, com quatro ramos aproximadamente. Adotamos este
procedimento para evitar que inimigos naturais que utilizassem pistas provenientes da
planta hospedeira encontrassem seus hospedeiros (no caso as larvas estudadas). Além
disso, optamos pela utilizagdo de besouros e plantas provenientes de uma outra 4rea de
floresta atlantica para que néo fosse alterada a oferta de recursos para os predadores desses

animais bem como a disponibilidade de plantas hospedeiras para os insetos.
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Figura 1. Espécies estudadas. A. Stolas areolata na fase larval. B. Stolas areolata na fase
adulta. C. Plagiometriona flavescens na fase larval. D. Plagiometriona flavescens na fase
adulta. As setas indicam os escudos de fezes. Escalas (linha preta) em todas as figuras

representam 0,5 cm. Fotos de Ricardo Janini Sawaya e Marcelo Oliveira Gonzaga.
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CAPITULO 1

O papel do escudo de fezes como defesa contra predadores em larvas de

Plagiometriona flavescens e Stolas areolata (Coleoptera: Chrysomelidae: Cassidinae)

INTRODUCAO

Entre as diversas estratégias de defesa de besouros da familia Chrysomelidae em
diferentes estagios de desenvolvimento podem ser citadas a utilizagdo de produtos de
descarte, como fezes, extivias ¢ compostos quimicos (Olmstead 1994; Olmstead 1996). Ao
defecarem em ovos, fémeas de Chrysomelidae das subfamilias Chrysomelinae,
Galerucinae, Alticinae, Hispinae e Cassidinae, protegem-nos contra predadores e
parasitéides através de camuflagem, barreira fisica ou repeléncia quimica (Damman &
Cappuccino 1991; Hilker 1992; Olmstead 1994). Pupas de alguns Cassidinae mantém o
escudo de fezes, sugerindo que esse possa conferir protecio nesse estagio de
desenvolvimento (Olmstead 1994; Miiller & Hilker 2003). Muitos adultos defecam em
reflexo a perturbagdo, sugerindo também uma forma de defesa (Olmstead 1994).

As larvas de Alticinae, Criocerinae e Cassidinae carregam massas de material fecal
e/ou exuvia acumuladas sobre o seu abdomen. No caso de Cassidinae, esse material é
carregado por uma estrutura em forma de garfo localizada no oitavo segmento abdominal,
chamada de furca, formando assim um escudo (Windsor er al. 1992; Vencl et al. 1999;
Eisner & Eisner 2000). Essa massa é mais comumente chamada de escudo de fezes, mas
também sdo usados os termos vestimenta larval, apéndice fecal, mascara fecal, almofada
fecal e anexo-extvio fecal (referéncias em Gémez et al. 1999). O actimulo de fezes e

secregbes ocorre devido a retragdo do nono e décimo segmentos do abdémen e pela
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presenca de um reto alongado, capaz de se protrair, prolongando-se até a parte externa da
larva (Windsor ef al. 1992; Vencl er g/ 1999). Em algumas espécies, a cada muda, a
extvia ¢ acoplada & furca, se unindo as fezes que se acumulam ac longo do
desenvolvimento larval. Esses escudos s3o bastante manobraveis devido 4 capacidade de
rotagio da furca (Eisner er al. 1967; Eisner & Eisner 2000). A movimentagiio do escudo
ocorre quando 0s escolos, as cerdas de funcfio sensorial localizadas ao redor do corpo da
larva, s3o estimuladas ¢ portanto o escudo é direcionado ao ponto de estimulo (Olmstead
1996). Portanto, quando esta estrutura nio cobre completamente a larva, ela pode ser
levada em qualquer direciio cobrindo éreas do corpo da larva, quande tocadas por
predadores ou parasitdides (Olmstead 1994; Eisner & Eisner 2000). Muitas vezes, as fezes
umidas ou fios de fezes sio acoplados ao escudo de uma maneira simétrica (por exemplo,
veja descriciio em Eisner & Eisner 2000), o que justifica os diferentes aspectos do escudo.
Existe uma grande variagfio no tamanho (cobrindo ou n#o todo o corpo da larva) (Buzzi
1988; Olmstead & Denno 1993; Olmstead 1994; Olmstead 1996), forma (espiral, leque ou
simplesmente uma massa redonda) (Windsor ef al. 1992; Eisner & Eisner 2000),
consisténcia (rigidos ou pastosos) (Eisner & Eisner 2000; Miiller & Hilker 2003) e
composicio quimica (Miiller & Hilker 2003); alguns escudos podem ser constituidos s6 de
exuvias (Miiller & Hilker 1999; Miiller & Hilker 2003) (Figura 1.1). A forma do corpoe o
tamanho da furca também variam amplamente entre diferentes espécies (Tabela 1.1), e nio
se sabe se a varia¢do morfoldgica dos escudos pode estar relacionados a estes.

Apesar do escudo de fezes interessar pesquisadores hé varios anos, a funcio desses
ndo havia sido demonstrada até trabalhos recentes que indicaram seu papel na protegio
contra diversos tipos de pressSes abidticas e bidticas. FungSes como protecio contra

insolagio (veja referéncias em Miller & Hilker 2003), proteciio contra predadores e
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parasitdides (Eisner er al. 1967; Root & Messina 1983; Olmstead & Denno 1993;
Olmstead 1994; Olmstead 1996; Morton & Vencl 1998; Vencl & Morton 1998; Gomez er
al. 1999; Vencl & Morton 1999: Vencl ef al. 1999; Evans et al. 2000; Muller 2002) e
camuflagem (Olmstead 1994; Olmstead 1996) j4 foram também atribuidas para o escudo.
As duas primeiras foram mais freqiientemente mencionadas nos trabalhos pioneiros sobre a
descricdo das larvas de Cassidinae (veja referéncias em Miller & Hilker 2003).
Entretanto, em tais estudos, nio foram realizados experimentos para testar sua eficicia na
protegio contra insolago e camuflagem.

O primeiro estudo experimental para se verificar a fungfio dos escudos de fezes foi
realizado por Eisner er al. (1967). Neste trabalho, os autores observaram que larvas de
Cassida rubiginosa (Cassidinae) eram mais freqiientemnente predadas por formigas quando
seu escudo era removido. Posteriormente experimentos realizados para testar o papel dos
escudos confirmaram sua fungio defensiva (Olmstead & Denno 1993; Olmstead 1994;
Morton & Vencl 1998; Gémez ef al. 1999; Vencl & Morton 1999; Vencl er al. 1999;
Muller 2002). Entretanto, Olmstead & Denno (1993) e Vencl & Morton (1998) sugeriram
que essa estratégia de defesa ndo é totalmente eficiente, demonstrando que escudos
protegem larvas contra predadores mandibulados (mandibulas livres), que niio sdo capazes
de acessar a larva; mas predadores que apresentam pegas bucais modificadas (por exemplo,
rostro) s&o capazes de fazer com que essas estruturas atravessem o escudo e alcancem a
larva. O mesmo ocorre com os ovipositores dos parasitéides (Schaffner e Miiller 2001).
Eisner & Eisner (2000) encontraram resultados opostos em bioensaios de laboratdrio:
hemipteros (Stiretrus sp.) nio foram capazes de predar larvas do cassidineo Hemisphaerota
cyanea que tinham seus escudos mantidos, enquanto que um predador mandibulado (o

carabideo Calleida sp.) consumiram as mesmas larvas. Olmstead & Denno (1993)
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verificaram que além do tipo do aparelho bucal, seu comprimento também influenciava na
capacidade de atacar e predar larvas com escudo. Em bioensaios em laboratério, esses
autores demonstraram que os predadores gue tinham mandibulas ou rostros mais longos
predaram um maior numero de larvas (Olmstead & Denno 1993). Olmstead & Denno
(1953), observando o ataque por parte de vespas, e Eisner & Eisner (2000}, pelo besouro
carabideo Calleida sp., verificaram que predadores mandibulados, que sio capazes de
predar larvas com escudos, apresentam um comportamento diferenciado ao consumir a
presa. Vespas ndo seriam influenciadas pela presenca do escudo porque, ao atacar, estas
seguram as larvas com o primeiro par de pernas, viram as larvas e as atacam pelo seu lado
ventral (Olmstead & Denno 1993). Ja o carabideo morde parte do escudo pela sua lateral
ou por cima até alcangar a larva ¢ a consome completamente deixando o escudo e furca
(Eisner & Eisner 2000).

Finalmente, Miiller & Hilker (2003) fizeram uma revisio dos bioensaios realizados
com diversas espécies de predadores ¢ Chrysomelidae e demonstraram que um mesmo
predador pode ser capaz de ignorar o escudo e consumir uma espécie de larva e ndo
consumir outra espécie devido 4 presenga do escudo. Portanto, esta informag#o indica que
nem todos os escudos representam uma defesa completa contra qualquer tipo de predador.
Morton & Vencl (1998), Vencl & Morton (1998), Vencl et al. (1999), Gomez et al. (1999)
demonstraram que a proteciio do escudo tem natureza quimica. Os compostos defensivos
freqiientemente t€m origem nas plantas hospedeiras. Logo, larvas obtém estas substancias,
algumas vezes as modificam, e as mantém nas fezes para se defenderem contra inimigos
naturais. Entretanto, autores como Root & Messina (1983), Eisner & Eisner (2000),
Miiller (2002), Miiller & Hilker (2003) sugeriram que os escudos conferem protegio fisica

para as larvas. Apesar de néo terem testado, Miiller & Hilker (2003) mencionaram que a
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protegdio fisica pode ocorrer em casos em que a larva consegue escapar do ataque dos
predadores enquanto os mesmos estiverem manipulando os escudos.

Miiller & Hilker (1999) e Schaffner & Miiller (2001) verificaram que a repeléneia
de inimigos naturais causada pelo escudo nio é regra, e reagbes inesperadas podem ser
encontradas. Miiller & Hilker (1999) estudando trés espécies de Cassidinae, observaram
que escudos de fezes ou de exivia, ou os voldteis liberados por estes, funcionam como
pistas visuais ou olfativas para Myrmica rubra (Formicidae). Schaffner & Miiller (2001)
encontraram resultados semelhantes na interacio de larvas de Lilioceris lilli (Criocerinae)
com escudo de fezes e o parasitdide Lemophagus pulcher (Hymenoptera: Ichneumonidae),
observando que os escudos e compostos quimicos presentes nos mesmos tinham um papel
no processo de localizagio e aceitagfio do hospedeiro pelo parasitéide. Pode-se considerar
que a presen¢a do escudo de fezes, nesses casos, representa um custo ecologico para a
larva de Chrysomelidae: a facilitacdo do seu encontro com um inimigo natural.

Dicke & Sabelis (1992) chamam a atencio que além dos custos ecoldgicos
associados a emissdio de compostos quimicos, os organismos emissores ainda se
confrontam com custos energéticos em termos de produgio, transporte, estocagem e
liberagio das substincias. Considerando-se que, no caso dos escudos, ndo existe custo
fisiolégico para se produzir ou transportar os compostos defensivos, j4 que eles sdo
provenientes da planta hospedeira e descartados nas fezes, as larvas podem ter o custo
adicional da manutengio dos mesmos durante todo o perfodo larval.

Os escudos de fezes sfo um sistema ideal para se avaliar os custos de defesa,
porque estes podem ser removidos experimentalmente sem danificar a larva (Olmstead &
Denno 1992; Olmstead 1994). Olmstead & Denno (1992) investigaram o custo da

manutencdo de escudos de fezes para trés espécies de Cassidinae, Charidotella bicolor,
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Deloyala guttata ¢ Chelymorpha cassidea, e verificaram que o desempenho €
desenvolvimento de larvas com ou sem escudos n3o apresentaram diferencas
significativas, concluindo que esta estrutura n3o representa custo para as larvas.

Desta forma, tendo-se em vista as diferentes reagbes de inimigos naturais em
relagdio ao escudo de fezes, esse trabatho teve como objetivo principal estudar o efeito
desta estrutura na interaciio de Stolas areolata e Plagiometriona flavescens {ambos
Cassidinae) com predadores. Os objetivos especificos foram verificar se o escudo de fezes
tem uma funcio defensiva, e se a natureza dessa prote¢io era fisica ou quimica. Além
disso foi verificar se a manutencdo dos escudos representava algum custo para o

desempenho e sobrevivéncia de larvas..

MATERIAIS E METODOS
1. O papel do escudo de fezes. Experimentos de campo

Conduzimos um experimento em condi¢des naturais para verificar se a presenca do
escudo € importante na protegdo das larvas de S. areolata ¢ P. flavescens contra predadores
¢ se esta proteciio ¢ devido a barreira fisica representada por esta estrutura.

Este experimento foi realizado entre os anos 2000 e 2001, sempre durante os meses
de pico das populagdes das espécies estudadas (dezembro-margo, segundo Nogueira-de-Sa
& Vasconcellos-Neto 2003a; Nogueira-de-S& & Macédo 1999).

Todas as larvas que utilizamos nos experimentos descritos a seguir foram
provenientes de criagio em laboratdrio sob condigdes descritas na introducio geral de tese.
As plantas hospedeiras utilizadas no experimento também foram provenientes de cultivo

na casa de vegetagio do Laboratdrio de Ecologia Quimica.
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Larvas de terceirc ou quarto instar vivas das duas espécies estudadas foram
submetidas aos seis tratamentos descritos abaixo:

i Larvas com o escudo de fezes substituido por um escudo artificial
construido de fezes de larvas Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)
alimentadas com dieta artificial, de acorde com Ferraz (1991}, em plantas sem
protecio (Figuras 1.2A e 1.2E).

il Larvas com o escudo de fezes substituido por um escudo artificial (como
descrito em i) em plantas com protegio. Protegemos as plantas colocando-as no
centro de uma armacio de madeira coberta com tela de malha fina (tecido tipo
Voil), e Tanglefoot® aplicado na base do caule da planta, excluindo assim todos os

potenciais predadores (Figura 1.2B).

1ii. Larvas com seu escudo removido completamente, em plantas sem protecio
(Figura 1.2D).
iv. Larvas com seu escudo removido completamente, em plantas com proteciio

como descrito em ii.

v, Larvas com o escudo de fezes intacto, em plantas sem protecio (Figura
1.2C).
Vi Larvas com o escudo de fezes intacto, em plantas com protecio como

descrito em ii.

Neste experimento utilizamos 30 individuos de 4. fasciculata ¢ 20 de C.
pinnatifida, os quais foram submetidos a cada um dos tratamentos em seis periodos
experimentais de trés dias cada. Cada planta individual foi submetida a um determinado

tratamento apenas uma vez. Desta forma, no final de todos os seis periodos experimentais,
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cada planta teria sido submetida a todos os tratamentos e com isso nds tinhamos 30
replicatas do experimento com P. flavescens e 20 replicatas com S. areolata. Os
tratamentos para cada planta foram definidos através de sorteio. A partir do segundo
periodo experimental, ao sortear o tratamento a que cada planta seria submetida, excluimos
aqueles aplicados anteriormente em cada individuo. No inicio de cada periodo
experimental, colocamos uma larva na superficie adaxial de cada planta hospedeira, de
acordo com o tratamento definido pelo sorteio.

A protecio da planta hospedeira nfio parece ter efeito algum sobre a mortalidade
das larvas. A temperatura ¢ a umidade relativa dentro e fora da protegio em diversos
horarios do dia ndo apresentou diferencas significativas (U = 74,50; p = 0,28; n = 14).

Inspecionamos as larvas duas vezes ao dia para remover os escudos produzidos
pelas larvas submetidas ao tratamento do escudo artificial e escudo removido. Na mesma
ocasifio, tocdvamos levemente no final do abdémen as larvas com escudo intacto, para
provocar uma perturbagdo similar aquela dos dois outros tratamentos.

No final de cada periodo experimental de trés dias, registramos quais larvas
permaneciam vivas ¢ quais haviam desaparecido ou morrido. O desaparecimento ou morte
foi pressuposto como predagio.

Comparamos as proporcdes das larvas sobreviventes e desaparecidas entre os seis
tratamentos utilizando o teste Q de Cochran (Zar 1999: p. 268). Este teste € utilizado
quando sdo realizadas multiplas medidas sobre um mesmo organismo experimental (no
caso as plantas em cada periodo) para se obter replicagdes e quando a resposta do
experimento € dicotdmica (Zar 1999: p. 268), utilizando quando necessario um teste

posterior de comparacdes multiplas (Zar 1999: p. 270).

Bttt fiinsnesionsuns
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2. Atividade de predadores no campo.

Para avaliar a abundancia e riqueza de potenciais predadores de larvas a0 longo do
dia na drea de estudo acima, realizamos cinco varreduras com rede (38 cm. &) ("Sweep™)
na vegetacio da trilha onde foram realizados os procedimentos de campo (Trilha do Lago
Negro, Parque Estadual de Intervales). Cada uma das varreduras foi realizada durante um
periodo de 24 horas, a cada trés horas, e tinha a duracio de 15 minutos cada. Fixamos o
material coletado imediatamente em etanol 70% e o triamos posteriormente em laboratério.
No inicio deste procedimento, logo apés a conclusiio da Gitima varredura realizada no
periodo diumno e da tltima realizada no periodo noturno, vistoriamos as plantas sem
protegdo em que se encontravam larvas submetidas aos experimentos e registramos os

desaparecimentos.

3 O papel do escudo de fezes. Bioensaios em laboratdrio com predadores modelo.

Como eventos de predagdio no campo raramente sio observados, conduzimos
bioensaios com diferentes predadores em laboratério para tentar compreender como
ocorria a interac3o das larvas, com seus escudos, e diferentes predadores. Para isso,
selecionamos dois modelos de predadores: Camponotus  crassus (Hymenoptera:
Formicidae: Formicinae), como predador invertebrado mandibulado e individuos jovens de
Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae), como predador vertebrado. Nestes bioensaios,
larvas de terceiro e quarto instares foram submetidas aos seguintes tratamentos:

1. Larvas com escudo de fezes natural.

il Larvas com o escudo de fezes removido.
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il Larvas com o escudo substituido por um escudo artificial, constituido por
fezes de Spodoptera frugiperda congeladas e liofilizadas (como descrito no item 1
deste capitulo).

Para a realizaglio desses bioensaios utilizamos dois diferentes procedimentos,

dependendo do modelo de predador testado.

3a.  Biocensaios usando formigas Camponotus crassus

Coletamos colonias de C. crassus na Estagio Experimental da Fazenda
Campininha, Instituto Boténico, localizada no municipio de Mogi Guagu (22°18°S,
47°10°0). Em laboratorio elas foram acondicionadas em duas bandejas plasticas, uma
quadrada {20x20x8cm - comprimento x largura x altura) onde permanecia a coldnia das
formigas, e outra bandeja circular, a arena de alimentag3o (15x7c¢m - didmetro x altura),
onde ofereciamos alimento e presas experimentais. As duas bandejas eram interligadas
através de um tubo plastico inserido em uma das paredes. Tratamos a parte interna das
paredes laterais das bandejas com Fluon® para evitar a fuga das formigas. As colbnias das
formigas foram mantidas em tubos de ensaio (18cm comprimento 2,5¢m ) com algodio
umedecido no fundo e envolvidos com papel de celofane vermelho. Cada coldnia tinha a
sua disposi¢do permanentemente uma solucfo aquosa de sacarose 50% e, uma vez por
semana, uma larva palatavel congelada de 4° ou 5° instar da mariposa noctuidea
Spodoptera frugiperda era fornecida. Essas larvas foram criadas em laboratério e
alimentadas com dieta artificial, sem possiveis substincias toxicas (ver Ferraz 1991).
Mantivemos as coldnias & temperatura de 24°C e fotoperiodo 14:10 L:E. Cada col6nia de

formiga sempre foi avaliada como um predador individual (Portugal 2001). Os bioensaios
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foram realizados sempre durante o dia (Dyer & Bower 1996). Conduzimos os
experimentos na arena de alimentagio para evitar a inducfio de um possivel
comportamento defensivo que as formigas poderiam apresentar préximo 4 colénia.

Para padronizar o limiar de fome da coldnia ¢ a habilidade de capturar presas, dois
dias antes da realizac@o do bioensaio, oferecemos 4 coldnia uma larva controle palatavel de
4° ou 57 instar de S. frugiperda. Esta larva era colocada no centro da arema, sendo
oferecida sobre uma folha da planta hospedeira da larva do coledptero a ser testado
posteriormente. A folha tinha o peciolo imerso em um vidro 10 ml com 4gua e tampado
com algodao, para que se mantivesse fresca durante todo o experimento. Se apés 48 horas
a larva de S. frugiperda nio tivesse sido consumida nés descartavamos o experimento;
caso contrario, o experimento prosseguia com a introducio da larva a ser testada colocada
sobre uma folha fresca de sua planta hospedeira como acima. Vinte e quatro horas apds o
inicio do experimento, nés registravamos a resposta das formigas obedencendo-se is
seguintes categorias: 1. preda — caso as formigas tivessem atacado, matado e transportado a
larva experimental para a coldnia; nesse caso o bioensaio era considerado como encerrado;
ou caso as formigas tivessem matado a larva experimental, mas nio transportado. Neste
Gltimo caso, o bioensaio foi considerado valido apds oferecer uma segunda larva controle,
de S. frugiperda, a coldnia e estas serem consumidas. Se as larvas controles nio fossem
consumidas o bioensaio era descartado . 2. nfio preda — caso as formigas tivessem
ignorado o organismo apds as 24 horas. Nesta categoria o bioensaio foi considerado valido
apés oferecer larvas controles de S. frugiperda i colénia e avaliar como descritc na
categoria 1. Para verificar se as formigas ndo alteram a sobrevivéncia das larvas testadas
ndo predadas pelas formigas, estas foram mantidas individualmente até empuparem, nas

condi¢des de criagdo descritas na Introdugio Geral desta tese.
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As diferencas entre as propor¢des de larvas predadas ou nfo predadas em cada
tratamento foram analisadas através do teste de comparaciio de proporgdes (Zar 1999: p.
562), utilizando quando necessario um teste posterior de comparacdes multiplas (Zar 1999:

p. 563).

3b.  Bioensaios usando aves Gallus gallus

Obtivemos machos da espécie G. gaflus com um dia de idade na Granja Ito,
Campinas, SP ou Fazenda Aves do Paraiso, Itatiba, SP, e os mantivemos durante 8 dias em
uma mesma gaiola (25°C, fotoperiodo ambiente). Alimentamos os animais com agua e
ra¢do comercial ad libitum. No oitavo dia, os transferimos para gaiolas individuais (30 x
30 x 40cm), ndo se permitindo o contato visual entre eles, como sugerido por Brower
{1957} e Begossi (1984). A mesma quantidade de alimento foi oferecida nos dias
subseqiientes para padronizar o estado de fome antes de cada experimento (Hilker & Kopf,
1994). Nos dias 9, 10 e 11, apds os nascimentos dos G. gallus treinamos os mesmos a se
alimentarem com larvas palalataveis de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) uma
ou duas vezes por dia, entre 9:00 ¢ 18:00 horas, periodo de maior atividade destes
predadores. O objetive do treinamento era evitar que predadores rejeitassem as presas
experimentais por nfo terem contato prévio com as mesmas, sendo assim um item estranho
a sua dieta. Antes de iniciarmos a dieta-treinamento submetemos os pintos a duas horas de
jejum (sendo oferecido somente dgua), removendo a ragko da gaiola e impando-a para que
nio houvesse restos de alimento nas duas horas de jejum. A dieta-treinamento consistia de
oferecer individualmente em placas de petri (6 cm de didmetro) larvas de 7. molitor. Essas

larvas foram escolhidas por serem palataveis. Permitiamos que os pintos tivessem contato
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com a larva durante dois minutos antes de remové-la. Imediatamente apos, ofereciamos
ragio e agua ao predador, independentemente deste ter aceitado a presa ou nfio. Uma presa
foi considerada aceita se tivesse sido ingerida nos dois minutos de experimento. Se apenas
uma pequena parte da presa tivesse sido consumida por ter caido em local inacessivel para
o pinto {como por exemplo no Va0 entre a armac#o da gaiola ¢ a tela), esta era considerada
como completamente ingerida se o predador tivesse feito alguma tentativa de recuperar tal
parte (ver Evans & Waldbauer, 1982). Uma presa era considerada rejeitada se dois
minutos apos ter sido oferecida ao predador nfio tivesse sido bicada. No caso da rejeicio
da larva, o procedimento era repetido posteriormente. Individuos que rejeitaram larvas em
todas as tentativas de oferecimento ndo eram utilizados para os experimentos.

Antes de cada experimento, que ocorria no mesmo periode do dia em que era
realizada a “dieta-treinamento”, os pintos também eram mantidos em jejum por duas horas.
Noés inicidvamos o experimento oferecendo uma larva controle de T. molitor. Se o pinto
tivesse consumido o controle, em seguida ofereciamos uma larva experimental. Larvas
experimentais consistiam de larvas de P. flavescens ou S. areclata submetidas aos
tratamentos descritos anteriormente (introducdo do item 3).

A reaglo do predador as larvas experimentais era observada por dois minutos e
registrada dentro das seguintes categorias (modificado de Brower 1957): 1. comido, 2.
rejeitado (bicado mas ndo predado), 3. ignorado. A presa era considerada ignorada caso os
pintos ndo tivessem apresentado nenhuma reagfo frente as larvas apés dois minutos do
inicio do bioensaio. Caso a reagdo do pinto fosse “rejeitar” ou “ignorar” a larva
experimental, nés ofereciamos em seguida uma segunda larva controle para confirmar
estado de fome e aptiddio dos pintos para atacar presas (Schlee 1986). Sé considerdvamos

o bioensaio valido se ambas as larvas controles tivessem sido comidas; caso contrario o
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mesmo era considerado invélido e era descartado. O mesmo individuo de G. gallus nunca
foi submetido a mais que um bioensaio.

Mantivemos as larvas ignoradas e rejeitadas separadas individualmente até
empuparem (Wiklund & Jarvi 1982; Wiklund & Sillén-Tullberg 1985), nas condi¢bes de
criacdo descritas na introducdc geral desta tese. Utilizamos este procedimento para
verificar se os danos provocados pela bicada afetariam a sobrevivéncia das larvas testadas.
Para a analise estatistica, desconsideramos larvas ignoradas porque nés ndo haviamos
registrado se os pintos tiveram contato visual com as larvas, além de nfio podermos ter
certeza se uma determinada larva havia sido ignorada por suas caracteristicas visuais ou
simplesmente porque o predador n3o a encontrou. As diferengas entre as proporgdes de
larvas predadas ou rejeitadas em cada tratamento foram analisadas através do teste de

compara¢do de proporgdes como acima.

4. O papel de substdncias quimicas presentes no escudo de Plagiometriona flavescens

em sua protegdo. Experimentos de campo

Para verificar se os escudos de P. flavescens conferiam protegfo as larvas devido 2
presenca de substincias impalataveis, sem influéncia da barreira fisica, realizamos um
experimento no campo utilizando o mesmo desenho experimental usado para testar o papel
do escudo com larvas vivas (conforme descrito no item 1). Entretanto, ac invés de usar
larvas de Cassidinae como presas, usamos larvas congeladas de terceiro instar de
Spodoptera frugiperda. O terceiro instar foi escolhido porque nessa fase do
desenvolvimento, as larvas da manposa t&m um tamanho similar as larvas dos besouros

utilizadas no experimento de campo, descrito no item 1. As larvas de S. frugiperda
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funcionaram como presas artificiais onde aplicamos as substincias a serem testadas
conforme os tratamentos abaixo.

1. Larva tratada com extrato de escudo de fezes de Plagiometriona Sflavescens.

il Larva tratada com metanol, solvente utilizado para ressuspender ¢ extrato de

escudo de fezes de Plagiometriona flavescens (tratamento controle do extrato).

Hi. Larva sem a aplicaciio de nenhuma substancia.

Para prepararmos o extrato do escudo, removemos os escudos de larvas de todos os
instares, as quais eram mantidas na criagio do laboratério, utilizando uma ping¢a maleavel.
Esse material foi mantido 4 —70°C até a extragfio quimica. Para a extraco, transferimos os
escudos de fezes para uma mistura de 4gua, etanol e diclorometano (1:1 :1), na proporgio
de 10:1 (volume:peso), ¢ os maceramos. Selecionamos os solventes mencionados por
formarem uma mistura de diferentes polaridades e desta forma extrair um major
diversidade de substincias presentes nos escudos. Homogeneizamos os escudos
macerados em vértex por dois minutos & velocidade média, e os ultrasonificamos por mais
dois minutos. Deixamos o material 4 4°C até que as fases aquosa e orginica estivessem
completamente separadas. O procedimento de extragio foi repetido uma vez. Tratamos a
fase orgénica com sulfato de sédio anidro para eliminar tracos de 4gua e posteriormente
reduzimos seu volume em rota-evaporador a 25°C. O extrato aquoso foi liofilizado.
Ressuspendemos ambos os extratos em uma pequena quantidade de metanol antes de
musturd-los. Em seguida, adicionamos metanol em quantidade suficiente para atingir o
volume final de extrato (de acordo com a massa utilizada de fezes escudos).

Calculamos a quantidade de extrato a ser aplicado em S. Jfrugiperda considerando a

razio “peso fresco de escudo/peso fresco do corpo de larva de P. flavescens™, a qual era
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1,033, Uma vez que esta razdo era proxima a 1,0 em uma larva congelada de §.
frugiperda, a quantidade de extrato proveniente de uma por¢io de escude do mesmo peso
do corpo de larva de S. frugiperda, diluido em 30 ul de metanol. A aplicagio era feita com
o auxilio de uma microseringa de 100ul, poucas horas antes do inicio do experimento.
Terminada a aplicacio, nés imediatamente levamos as larvas para o campo onde foram
coladas nas superficies abaxiais plantas hospedeiras experimentais com o uso de cola
branca, de acordo com os tratamentos estabelecidos acima. Em cada planta colocamos
somente uma larva de 5. frugiperda durante cada periodo experimental.

No inicio de cada experimento, fizemos um sorteio para determinar os tratamentos
para cada planta hospedeira experimental. Come no desenho experimental utilizado no
experimento de campo descrito anteriormente (item 1), um mesmo individuo de planta
nunca esteve submetido ao mesmo tratamento por mais de uma vez. Para obter 30
repeticdes de cada tratamento utilizamos 30 individuos de Awreliana fasciculata, que
foram submetidos a cada tratamento em seis periodos experimentais de dois dias cada.
Experimentos preliminares indicaram que o perfodo de dois dias era suficiente para expor
larvas aos predadores, garantindo a atividade do extrato e conservacio das larvas.

No final de cada periodo experimental verificamos se cada larva de S. frugiperda
havia desaparecido, sofrido ataque (através de marcas de mordidas) ou se estava intacta.
Para a anélise estatistica, registramos larvas com qualquer tipo de atagque com o valor 1
(um) e larvas intactas com o valor 0 (zero). Comparamos as proporgdes de larvas que
desapareceram € se mantiveram intactas em cada tratamento através do teste Q de Cochran

comeo acima.
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b O papel de substdncias quimicas presentes no escudo de Plagiometriona flavescens
em sua prote¢do. Bioensaios de laboratério
Para se tentar entender melhor como predadores respondem as substincias
presentes no escudo, realizamos bioensaios em laboratdrio com os mesmos
modelos de predadores utilizados acima. Os tratamentos foram:
i. Larvas de Spodoptera frugiperda com a aplicacio do extrato metandlico do
escudo de fezes.
ii. Larvas de Spodoptera frugiperda com a aplicacio de metanol.
il Larvas de Spodoptera frugiperda, sem a aplicaciio de nenhuma substincia,
As diferencas entre as proporgdes de larvas predadas ou nfio predadas em

cada tratamento foram analisadas como acima.

6. Custos para a manutencdo dos escudos.

Considerando que os Cassidinae sfo altamente adaptados para a deposicio de fezes
em seu abddmen (devido & presenga do intestino protratil para levar as fezes i furca,
estrutura que mantém reunidas), pressupomos que o custo da manutenciio dos escudos
seria melhor avaliado através de pardmetros de desempenho e sobrevivéncia de larvas de
P. flavescens ¢ S. areolata, com ou sem escudos (ver também Olmstead & Denno 1992).

Para isso nés desenvolvemos dois experimentos, um em campo e outro no laboratério.

6a.  Experimento de campo
No periodo dentro de 24 horas apds a eclosio do ovo, levamos as larvas
recém emergidas para o campo. Introduzimos estas larvas em grupos de quatro

individuos em plantas hospedeiras, colocadas previamente na tritha. Individuos de
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P. flavescens foram colocados em folhas diferentes da planta hospedeira, enquanto
que S. areolata foram colocadas em uma mesma folha da planta. Este
procedimentoc foi adotado para reproduzir o comportamento de larvas recém
emergidas; o tamanho do grupo {quatro individuos) representa 2 quantidade média
observada no campo de larvas de primeiro e segundo instares por individuo de
planta hospedeira (Nogueira-de-Sa & Vasconcellos-Neto 2003b). Cada grupo de
larvas foi submetido a um dos quatro tratamentos descritos abaixo:

i. Larvas com seus escudos mantidos.

it Larvas com seus escudos removidos.

Neste experimento utilizamos 19 individuos de C. pinnatifida, sendo 10
individuos submetidos ao tratamento i ¢ nove individuos submetidos ao tratamento
il. Também utilizamos 14 individuos de 4. fasciculata, sendo sete individuos
submetidos a cada um dos tratamentos.

Desde o primeiro dia, quando introduzimos as larvas nas
plantas,verificamos as mesmas duas vezes por dia (uma logo ao amanhecer e outra
pouco antes de escurecer), para remover os escudos recém produzidos por larvas
submetidas aos tratamentos sem escudo. Esta remocdo foi feita utilizando um
pincel fino, para larvas mais jovens, ¢ uma pinga maleivel, para as larvas mais
velhas. Nas mesmas ocasides, nés sempre tocamos levemente o abdémen de larvas
dos tratamentos com escudo, para poder repetir a perturbacio provocada em larvas
submetidas aos tratamentos sem escudo. Ao verificar as larvas, nds registravamos
se alguma havia desaparecido, assumindo, neste caso, que estas haviam sido

predadas. Realizamos este procedimento até que as larvas empupassem.
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Diferengas entre as proporcdes de mortalidade em cada tratarmento foram analisadas
atraveés do teste de comparacio de proporgdes como acima As curvas de sobrevivéncia de
larvas submetidas a cada um dos quatro tratamentos foram comparadas 2x2 pelo teste Log-

Rank (Krebs 1998), considerando a correcio de Bonferroni (Zar 1999).

6b. Experimento de laboratorio
Vinte quatro horas apds emergirem dos ovos, individualizamos larvas de Stolas
areolata e Plagiometriona flavescens em recipientes plasticos (4 cm @, 5§ cm altura)

contendo um ramo de sua planta hospedeira. Estas larvas foram separadas em dois grupos

experimentais:
i. Larvas com escudos mantidos.
1. Larvas com escudos removidos.

Antes do inicio do experimento, para eliminar microorganismos que poderiam
afetar a sobrevivéncia das larvas, lavamos os recipientes com 4gua e sabio, posteriormente
com etanol, € os colocamos sob luz ultravioleta durante 45 minutos. O mesmo tratamento
era feito para as folhas de plantas hospedeiras a serem oferecidas as larvas. Mantivemos as
larvas experimentais com folhas de suas respectivas plantas hospedeiras, nesses
recipientes, em camara de criagdo a temperatura constante de 27°C e fotoperiodo 14:10 L:E
e umidade relativa nfo controlada. Envolvemos a extremidade cortada do peciolo das
folhas/ramos com um pequenc pedago de algod3o umedecido com é4gua destilada para
evitar a desidratac@o da planta. As folhas, coletadas de individuos cultivados na casa de
vegetacdo do laboratoério, foram trocadas a cada dois dias.

Repetimos este procedimento até que todas as larvas empupassem. Diariamente,
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removiamos os escudos de larvas do grupo experimental “sem escudo” como acima; no
grupo em que o escudo foi mantido, causamos uma perturbacdo nas larvas, tocando
levemente o abdbémen o auxilio do pincel, para simular a perturbacio causada em larvas
submetidas aos tratamentos “sem escudo”.

Calculamos as taxas de consumo relativo e crescimento relativo em 24 horas para
larvas de quinto instar de P. flavescens e de quarto instar de S. areolata (segundo
metodologia modificada de Miller & Feeny 1983). Utilizamos o peso fresco das larvas e
das folhas ao invés do peso seco.

Taxa de crescimento relativo = (Peso inicial da larva — peso final da larva)/Peso inicial da larva
Taxa de consumo relativo = (Peso inicial da folha — peso final da folha)/Peso inicial da larva

Ao atingirem a fase de pupa, nés removemos a planta hospedeira de dentro do pote
¢ ap6s 24 horas pesamos cada pupa individualmente. O mesmo procedimento foi usado
para os adultos recém emergidos.

Comparamos o tempo de desenvolvimento de larvas, o tempo de desenvolvimento
de pupas, o peso de pupas, o peso de adultos, a taxa de consumo relativo ¢ a taxa de
crescimento relativo entre os dois grupos experimentais através do teste Mann-Whitney
(Zar 1999). Comparamos as propor¢des de mortalidade dos dois grupos experimentais
através do teste de comparacgio de propor¢Ses (Zar 1999: p. 562). Calculamos a relacio
entre a taxa de consumo relativo e taxa de crescimento relativo de larvas criadas com
escudo e sem escudo e as retas obtidas foram comparadas através de ANCOVA (Zar

1999).
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RESULTADQOS
1 O papel do escudo de fezes. Experimentos de campo

Verificamos que em plantas protegidas as porcentagens de mortalidade de larvas de
P. flavescens e 8. areclata submetidas aos 3 diferentes tratamentos ndo diferiam
significativamente, variando entre 0-13%. Em plantas sem protegéio, para ambas as
espécies, as percentagens de mortalidade de larvas com o escudo natural foram
significativamente menores do que as de larvas com escudo artificial ou com escudo
removido (Q = 18,86; gl = 3; p = 0,002 para P. flavescens e Q = 25,23; gl=5; p <0,001

para §. areolata, Figura 1.3).

2. Atividade de predadores

A maioria dos potenciais predadores que coletamos foram aracnideos (aranhas e
opilides), sendo observados predando principalmente larvas sem escudos. Poucas formigas
e hemipteros foram coletados. Durante a noite coletamos maior abundancia de
organismos, principalmente opilides.

A predagdo de larvas de S areolata foi significativamente mais freqiiente no
periodo noturno (3 = 4,90; gl=1; p=0,027) (Figura 1.4), enquanto que para P. flavescens
a predagdo ndo se diferenciou nos dois periodos (y* = 0,034; gl=1; p = 0,850) (Figura
1.4).  Em trés ocasides, durante o periodo diurno, observamos aranhas das espécies
Misumenops sp. (Thomisidae), Achaearanea tesselata e Theridium calcynatum
(Theridiidae) predando larvas de S. areolata ou P. flavescens. Também observamos em
uma ocasido uma larva de P. flavescens sendo predada por uma planéria (espécie nio

identificada).
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3. O papel do escudo. Bioensaios de laboratério

3a.  Bioensaios usando formigas Camponotus crassus

No bioensaio utilizando C. crassus como predador, foram predadas 6,67% das
larvas de P. flavescens que tinham seu escudo mantido, 18,51% das larvas sem escudo e
13,33% das larvas com escudo artificial. Entretanto, o teste de comparacfio de proporgdes
ndo revelou diferencas significativas na propor¢io de larvas predadas em cada um dos
tratamentos investigados (x° = 1,82; gl = 2; p = 0,40; Figura 1.5). Observamos nesse
bioensaio que ao tocarem nos escudos naturais, as formigas tentavam limpar suas antenas e
pressionavam as mandibulas contra o substrato, para remover ¢s provaveis compostos
impalatévels presentes nos escudos.

Nos bioensaios com larvas de S. areolata, as porcentagens de predagio de larvas
com escudo, sem escudo e com escudo artificial foram, respectivamente, 7,69, 10,71 ¢
19,23%, as quais ndio apresentavam diferencas significativas (x° = 1,71, gl = 2, p = 0,43;
Figura 1.6). Entre as larvas que foram mortas pelas formigas, poucas foram levadas para o
ninho e consumidas; a maioria foi deixada na propria arena de alimentagio. Larvas de C.
crassus também apresentavam comportamento de limpar as mandibulas apds o contato

com os escudos naturais de S. areolata.

3b.  Bioensaios usando aves Gallus gallus

Verificamos que larvas de P. flavescens com o escudo natural mantido eram menos
predadas (57,14%) do que larvas com o escudo artificial (71,42%) e larvas sem escudo
foram as mais predadas entre os trés tratamentos (89,47%), sendo essa diferenca

marginalmente significativa ('f =5,20; gl = 2; p = 0,074, Figura 1.7). Observamos gue
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larvas que sdo rejeitadas morriam logo apds serem bicadas e niio completando seu
desenvolvimento até pupa.

Larvas de S. areolata raramente foram predadas pelos pintos. Nenhuma larva com
o escudo natural foi predada ¢ somente 14,29% das larvas sem escudo e 11,11% das larvas
com escudo artificial foram predadas por G. gallus, sendo essas diferencas nio
significativas (y* = 1,92, gl =2, p= 0.38; Figura 1.8). Assim como em P. flavescens,
larvas de S. areolata rejeitadas, apesar de terem sido liberadas vivas, acabavam nio

completando seu desenvolvimento até pupa.

4. O papel de substdncias quimicas presentes no escudo de Plagiometriona flavescens

em sua protegdo. Experimentos de campo

Neste experimento verificamos que havia diferenca significativa no
desaparecimento de larvas de S. frugiperda submetidas a cada um dos trés diferentes
tratamentos (Q = 22,46; gl = 2; p < 0.01; Figura 1.9). Verificamos que significativamente
menos larvas tratadas com o extrato do escudo desapareceram em comparagdo com larvas
tratadas somente com solvente e larvas naturais (10% de desaparecimento de larvas com

extrato contra 63 e 70% nos demais tratamentos, respectivamente).
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by O papel de substdncias quimicas presentes no escudo de Plagiometriona flavescens
em sua protegdo. Bioensaios de laboratorio

Sa.  Bioensaios usando formigas Camponotus crassus

Encontramos diferencas significativas no consumeo de presas submetidas aos trés
tratamentos (x° = 14,60; gl = 2; p < 0,001; Figura 1.10). Verificamos que larvas de §.
Sfrugiperda tratadas com extrato de escudo foram significativamente menos predadas do
que larvas tratadas com solvente ou larvas naturais. Observando o comportamento das
formigas ao contatarem as presas oferecidas, verificamos que no primeiro contato as
formigas tentavam carregar as larvas. Entretanto, quando a larva havia sido tratada com
extrato de escudo, as formigas apresentavam o comportamento de limpar as antenas e
pressionar as mandibulas contra o substrato, para provavelmente remover compostos
impalataveis.
5b.  Bioensaios usando aves Gallus gallus

Encontramos diferencas significativas no consumo de larvas submetidas ao trés
tratamentos (y° = 14,04; gl = 2; p < 0,001; Figura 1.11). Verificamos que larvas de S.
frugiperda tratadas com o extrato do escudo foram significativamente menos predadas do
que larvas tratadas com solvente e larvas naturais. Apds rejeitarem as larvas tratadas com
exiratos, algumas vezes, os pintos limpavam o bico, pressionando-os contra o fundo da

gaiola.
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0. Custos para a manutengdo dos escudos

6.1. Plagiometriona flavescens

Para P. flavescens verificamos, no experimento de campo, que a mortalidade de
larvas com ou sem escudos diferiu estatisticamente, sendo que larvas em que mantivemos
os escudos tiveam sobrevivéncia significativamente maior do que larvas em que
removemos o escudo (= 4,31; gl =1;p <0,038; Figura 1.12). Também nfo observamos
diferencas significativas na duragio do estégio larval (U =27,50; p = 0,80).

Em laboratorio, larvas de P. flavescens criadas com o escudo mantido ndo diferiram
significativamente, quanto & sobrevivéncia, quando comparadas as larvas sem escudo (=
0.94; gl = 1; p = 0,33; Figura 1.13). Também nfo encontramos diferencas significativas
entre ¢ tempo de desenvolvimento de larvas submetidas aos dois tratamentos (U=784;p=
0,31; Figura 1.14A), entre o tempo de desenvolvimento de pupas (U = 541,50; p = 0,13;
Figura 1.14B), entre os pesos de pupas (U = 676, p = 0,14; Figura 1.14C) ¢ adultos (U =
333, p = 0,33; Figura 1.14D). Verificamos que a taxa de crescimento relativo de larvas de
quinto instar criadas sem escudo foi significativamente maior do que o de larvas criadas
com o escudo (U = 815; p=0,033; Figura 1.14E). Entretanto, as taxas de consumo relativo
foram similares para larvas com ou sem escudo (U = 1035; p= 0,65; Figura 1.14F). O
consumo explicou somente 11,78% do crescimento de larvas de quinto instar de P.
Sflavescens criadas com escudo (Figura 1.15) e 28,57% das sem escudo (Figura 1.15).
Verificamos que as inclinagBes das retas das regressdes lineares de larvas com ou sem

escudo ndo foram significativamente diferentes (F = 0,16; gl = 1; p = 0,69), mas ocorreu
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diferen¢a significativa entre as ¢levagbes de ambas as retas (F = 4,045; gl = 1; p = 0,047)
(Figura 1.15), indicando que ao consurnirem uma mesma quantidade de alimento, larvas

sem escudo tiveram o crescimento maior do que larvas com escudo.

6.2, Stolas greolata

Para §. areolata verificamos, no experimento de campo, que larvas que tiveram seu
escudo removido apresentaram sobrevivéncia maior do que larvas em que mantivemos o
escudo. Entretanto essa diferenga niio foi significativa (x° = 0,82; gl = 1; p = 0,36, Figura
1.16). Tambem ndo observamos diferengas significativas na duragio do estagio larval (U=
72;p=0,29).

No experimento de laboratério, verificamos que a mortalidade de larvas de S.
areolata que tinham seu escudo mantido era significativamente maior do que o de larvas
sem escudo (f = 7,80; p = 0,005; Figura 1.17). Nio detectamos diferengas significativas
na duragdo do estagio larval de S. areolata submetido aos dois tratamentos (U = 591,5; p =
0,88; Figura 1.18A), no tempo de desenvolvimento de pupas (U = 316;p = 0.86; Figura
1.18B), ¢ no peso de pupas (U = 540,50; p= 0,48; Figura 1.18C) ¢ de adultos (U = 284; p =
0,98; Figura 1.180D). Verificamos que as taxas de consumo relativo foram similares para
larvas com ou sem escudo (U = 648; p = 0,729; Figura 1.18E). Entretanto, larvas sem
escudo apresentaram taxa dé crescimento relativo marginalmente maior do que larvas com
escudo (U = 500; p = 0,051; Figura 1.18F). O consumo explicou 21,4% do crescimento

de larvas de quarto instar de S. areolata criadas com escudo (Figura 1.19) e 14,89% de
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larvas sem escudo (Figura 1.19). Verificamos que as inclinagdes das retas das regressdes
lineares de larvas com ou sem escudo nfo foram significativamente diferentes (F = 2,10; gl
=1; p = 0,15), mas existiu diferenca significativa entre as elevacdes de ambas as retas (F~=
6,065; gl = 1; p = 0,016) (Figura 1.19). Assim como para P. flavescens, este resultado
indicou que ac consumirem uma mesma quantidade de alimento, larvas de S, areolata sem

escudo tiveram o crescimento maior do que larvas com escudo.

DISCUSSAQO
i. A protecio devido ao escudo de fezes ¢ de natureza fisica? Respostas de
experimentos de curto prazo no campo e no laboratério.

Em todos os experimentos realizados em campo, as diferengas significativas
encontradas na remoglo de larvas P. flavescens e 8. areolata ou presas colocadas em
plantas protegidas em comparagdo com aquelas em plantas desprotegidas, sugerem um
papel importante da predaglio na sobrevivéncia das larvas estudadas. Pelo menos no
Parque Intervales, pdde-se verificar que a freqiiéncia de ataques foi tio alta que, mesmo em
experimentos curtos, de dois ou trés dias de duragfio, foi possivel obter esta informagio.
Desta forma, pode-se sugerir a importincia para estas larvas desenvolverem estratégias
defensivas.

Diferentes experimentos descritos neste capitulo demonstraram resultados variados
em relagdio a eficiéncia de escudos de fezes de P. flavescens e S. areolata. Esses resultados
reforgam que a presenca dos escudos pode provocar respostas variadas em predadores de
larvas de diferentes espécies e que esta variagdo nfio parece estar relacionada com o tipo de
material que constitui o escudo, fezes, extivias ou ambos, ja que as duas espécies estudadas

tinham o escudo formado por fezes e exiivias.
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Entretanto, nos experimentos de curto prazo no campo encontrei um mesmo
padrdo, tanto para P. flavescens e §. areolata, no qual a auséncia de diferenca significativa
na mortalidade de larvas vivas sem escudo e com escudo artificial indicou que a protecdo
n3o ocorria devido 4 barreira fisica representada pelo escudo. Desta forma, assim como
em Morton & Vencl (1998), Vencl & Morton (1998) e Vencl er al. (1999), os resultados
obtidos neste trabalbo levam a rejei¢do da hipétese da natureza fisica da defesa pelo
escudo. Morton & Vencl (1998), Vencl & Morton (1998) e Vencl e al. (1999) também
substituiram escudos de Lema trilinea, Neolema sexpunctata, Blepharida rhois e
Plagiometriona clavata (todos Chrysomelidae de diferentes subfamilias) por escudos
artificiais € mostraram que estes ndo protegiam as larvas e que a deterréncia de inimigos
naturais era causada por compostos quimicos presentes nos escudos naturais.

Ainda nd3o se conhece caso algum em que o escudo seja capaz de proporcionar
protegdo de natureza fisica para a larva. Existem sugestdes que escudos poderiam proteger
larvas devido a barreira fisica (Root & Messina 1983; Eisner & Eisner 2000; Miiller 2002;
Miiller & Hilker 2003), mas com exce¢io dos experimentos descritos nesta tese € nos
trabalhos de Vencl e Morton citados acima, a eficiéncia da barreira fisica ndo foi testada
especificamente.

Os bioensaios em laboratdrio nfio comprovaram os resultados obtidos no campo. As
formigas C. crassus contataram larvas de P. flavescens poucas vezes € ndo houve
recrutamento para o ataque da larva. Nos bioensaios com S. areclata em ninhos de C.
crassus as larvas foram bastante atacadas, mas poucas foram predadas, independentemente
do tratamento aplicado. Entretanto, o comportamento que formigas apresentaram de limpar
as antenas ¢ mandibulas indicam que os escudos de P. flavescens e S. areolata apresentam

substancias mmpalataveis (Eisner e al. 1967; Morton & Vencl 1998). Portanto, pode-se
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concluir que os escudos ndo representam uma barreira fisica contra ataques de formigas e

que as substancias quimicas presentes s3o capazes de deter as formigas e os pintos.

2. Substéncias quimicas presentes no escudo de fezes influenciam na protecio de
larvas de Plagiometriona flavescens?

Com os resultados dos experimentos para testar a protecio fisica, foi possivel
sugerir que a defesa das larvas ocorria devido aos compostos quimicos, presentes nos
escudos de ambas as espécies. A rejeicso de presas com extrato de escudo de P, Aavescens
em experimentos em campo e em laboratério confirmaram a importincia dos compostos
quimicos presentes no escudo para que larvas fossem rejeitadas por predadores.

Entretanto, a protecdo efetiva de P. flavescens contra G. gallus ainda merece ser
estudada mais detalhadamente. Devido ao fato de larvas com o escudo natural mantido ou
presas de S. frugiperda tratadas com extrato terem sido freqiientemente rejeitadas, ndo se
pode considerar esta rejeigio como vantajosa para as larvas, j& que estas acabam nfio
sobrevivendo devide ao ferimento provocado pela bicada. Portanto, nio se pode concluir
que larvas de P. flavescens sejam protegidas contra aves devido aos compostos quimicos
impalataveis do seu escudo, a menos que os pintos sejam capazes de associar a imagem do
escudo com a impalatabilidade e desenvolver aversdo a larvas com escudo. O aprendizado
da aversdo baseado em impalatabilidade é possivel, e ja fol demonstrado em diversos
exemplos com aves como Parus major, P. ater (Hilker & K&pf 1994), e inclusive para G.
gallus (Begossi & Benson 1988; Hough-Goldstein et al. 1993; Silva 2000). Neste caso, a
evolucdo da defesa pelo escudo poderia ocorrer pela seleciio de parentesco ou "barba
verde”, assim como deve ter ocorrido para a evolugido da coloragio de adverténcia

{Guilford 1990).
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Como n&o podemos afirmar quem sdo os predadores mais efetivos na situagiio
natural, os resultados dos bioensaios no laboratério indicaram que os compostos tém
atividade pelo menos contra 2 formiga C. crassus e potencialmente contra a ave G. gallus.

O papel de compostos quimicos na defesa por escudos de fezes contra predadores ja
fo1 demostrado em outros estudos envolvendo crisomelideos. De acordo com as revisdes
de Olmstead (1994), Jolivet & Verma (2002) e Miiller & Hilker (2003), compostos
provenientes do escudo compdem uma estratégia defensiva comum para larvas de
crisomelideos. Morton & Vencl (1998), Vencl & Morton (1998), Vencl et al. (1999),
Goémez et al. (1999) e Evans et al. (2000) demonstraram que as substincias defensivas
presentes nos escudos de diversas espécies de Chrysomelidae eram obtidas da planta
hospedeira, algumas vezes com transformacbes.

Apesar de termos testado véarios métodos de extragio, niio conseguimos identificar
as substincias presentes nos escudos e, portanto, nfio podemos apontar quais seriam as
importantes em defender larvas de P. flavescens. De acordo com Hsiao (1986), existem
relativamente poucas espécies de Chrysomelidae que sfio capazes de usar espécies de
Solanaceae como hospedeiras, ¢ a maioria daquelas espécies que as usam nio &
fisiologicamente capaz de sequestrar as substincias toxicas da planta. Por esta razio era
esperado encontrar substincias provenientes da planta hospedeira nas fezes das larvas,
originando uma defesa pouco custosa. Vencl ef al. (1999) detectaram, em escudos de
Plagiometriona clavata, alcaldides esteroidais, saponinas, 4cidos graxos e derivados de
fitol. Com excegio dos 4cidos graxos, todos os metabdlitos presentes no escudo tinham
precursores na planta hospedeira, Solanum duleamara (Solanaceae), e esses compostos
provavelmente sdo responsaveis pela protecio de larvas contra predagio. No6s nio

detectamos glicoalcaldides esteroidais em folhas Aureliana fasciculata, apesar desses
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alcaloides serem comumente encontrados em Solanaceae, inclusive em Aureliana lucida
(Brown 1987). No futuro deveriam ser realizados bioensaios testando extrato da planta
hospedeira para gue se possa ter uma indicaglio sobre a utilizagio de substincias
provenientes de 4. fasciculata na defesa pelo escudo. Em escudos de S. areolata e em
folhas de Cualea pinnatifida detectamos sesquiterpenos que poderiam ser os responsaveis
pela atividade dos escudos no experimento de campo. Entretanto, o papel de terpenos em
escudos merece ser investigado mais especificamente ja que Gémez et al. (1999)
verificaram que estas substdncias poderiam proteger E. nigrosignata {Cassidinae),
enquanto que Miiller & Hilker (1999) verificaram que estas mesmas substancias eram
usadas como pistas para a formiga Myrmica rubra encontrar larvas de Cassida denticollis ¢
C. sanguinosa (Cassidinae).

Evans er al (2000) investigaram a prote¢io de larvas do género Blepharida
(Alticinae) que consumiam Bursera (Burseraceae). Nesse trabalho foram identificadas
duas estratégias defensivas utilizadas por diversas espécies de Blepharida: cobrir-se com
fezes e apresentar o comportamento de movimentar o abdomen. Blepharida
schlechtendalii apresenta escudos de fezes em que foi identificada uma mistura de
monoterpenos bastante parecida com a presente em sua planta hospedeira, Bursera
schlechtendalii. Por outro lado, B. flavocostata consumia Bursera biflora, uma espécie
que apresenta uma mistura complexa de voldteis, e apresentava o comportamento de
defesa. [Esses autores sugerem que plantas que apresentam uma quimica complexa
dificultam a utilizagdo de seus compostos por herbivoros; como ilustrado pelo caso de
Blepharida schlechtendaliii e B. flavocostata (Evans et al.2000). Portanto, uma hipdtese

para explicar a aus€ncia em P. flavescens da classe de compostos encontrados por Vencl et
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al. (1999) em P. clavata (também consumindo uma Solanaceae) poderia ser a maior

complexidade quimica de 4 fasciculata em relagdo a S. dulcamara.

3. O escudo de fezes representa um custo? Resultados de experimento de longo
prazo

Considerando os resultados discutidos até o momento, pode-se considerar que tanto
os escudos de P. flavescens quanto de S. areolata, seriam eficientes para proteger as larvas.
Na hipétese inicial deste capitulo nés prevemos que, caso fosse verificado que os escudos
protegessem as larvas, este tipo de defesa poderia ser considerado como relativamente
barato pela utilizacio de produtos reciclados. Assim como foi verificado no trabalho
Olmstead & Demno (1992), ndés também obtivemos dados que mostraram que a
manutenc¢io dos escudos niio representa custos para larvas de ambas as espécies estudadas.
Como visto pelo tempo de desenvolvimento de larvas e pupas e pesos de adultos e pupas, 0
desempenho de larvas com ou sem escudos, criadas em laboratério e no campo, foi similar.
A ftnica excecdio foi o fato de que larvas sem os escudos, de ambas as espécies,
apresentaram melhor aproveitamento de sua planta hospedeira do que larvas com escudo.
Isto é, apresentaram maior taxa de crescimento relativo consumindo a mesma quantidade
de alimento do que larvas com o escudo mantido. Desta forma parecem converter mais
eficientemente o alimento para o seu crescimento. Isso pode representar um fator negativo
para larvas que manteém o escudo ja que um reflexo dessa melhor conversio poderia ser, ao
menos potencialmente, uma melhor aptidio da larva ou mesmo do adulto.

Os resultados dos experimentos de longa duracio utilizando-se larvas de S. areolata
mostram uma situagiio paradoxal: apesar dos escudos terem sido demonstrados, em

experimentos curtos, como uma estrutura eficiente na protegdo de larvas de 3° e 4° instares
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de ambas as espécies no campo, considerando todo o desenvolvimento da larva os
resultados foram diferentes, sendo que os escudos nio foram eficientes na protecdo e sua
manutengo € custosa. Uma explicagio para esta variagio nos resultados seria que larvas
de 3° e 4° instares de ambas as espécies apresentam uma taxa de sobrevivéncia constante
durante este perfodo do seu desenvolvimento {como pode ser visto nas curvas de
sobrevivéncia). Portanto, o experimento de curta duracio foi realizado na fase em que as
pressGes causadoras de mortalidade nfio eram tio fortes.

No experimento de laboratdrio de S. areolata, onde havia uma situacdo em que
algumas condi¢des ambientais eram controladas ¢ predadores estavam ausentes, a
sobrevivéncia de larvas com escudos foi significativamente menor, confirmando que
escudos s&o prejudiciais s larvas e a sua mortalidade no campo nio pode ser explicada
pela maior atragio de predadores e parasitéides, como foi observado por Miiller & Hilker
(1999) e por Schaffner & Miiller (2001). Observamos que escudos de S. areolata ¢ P.
flavescens frequentemente apresentavam fungos e que algumas larvas mortas de S.
areolata pareciam doentes. Contudo, niio se sabe se nos escudos podem ser encontrados
microorganismos patogénicos.

Portanto, considerando os resultados dos experimentos de campo e de laboratério,
pode-se sugerir que o escudo de S areolata possa proteger larvas contra fatores abi6ticos.
Na situacfio em laboratério, larvas que tinham seu escudo intacto apresentaram mortalidade
significativamente mais alta, mas no campo nfo encontramos diferengas nas proporcdes
das mortalidades de larvas com ou sem escudos colocadas em plantas protegidas. Esse
resultado indica que no campo larvas com escudo mantido provavelmente morriam devido

a doengas provenientes do escudo, enquante que larvas sem escudo provavelmente
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morreram por influéncia de fatores abidticos, como temperatura, que seria tamponada pelo
escudo.

Por outro lado, considerando os resultados dos experimentos longos de campo ¢ de
laboratério para verificar o custo do escudo de P. flavescens, pudemos confirmar que a
presenca do escudo € vantajosa para larvas, tendo um importante papel na proteciio de
larvas.

Deste modo, a ltima parte deste capitulo demonstrou a fungio de protegio confra
predadores do escudo de P. flavescens mas em S. areolata esta ndc existe. Como
mencionado por Schaffner & Miiller (2001), a verdadeira razio da ocorréncia (raison-
d’étre) dos escudos deve ser avaliada considerando todo o contexto em que as larvas se
desenvolvem. Ridley (1996) também sugere que um padrio correto para se investigar a
func@o de uma determinada adaptagfio seria avaliar sua contribuicfio para a aptidiio do
organismo durante toda a sua vida. Desta forma, nés enfatizamos a importincia de
experimentos de longa duragio para se compreecender a ecologia de uma espécie.
Mecanismos de defesa sdo geralmente testados em bioensaios de curta duraclio, e nesta
tese nos demonstramos que este tipo de procedimento nfo fornece informagdes suficientes
para se entender o papel de uma determinada estratégia no contexto da espécie estudada no
seu ambiente. Por isto, sugirimos que experimentos longos sempre devem ser preferidos
quando se tem o objetivo de obter informacfo precisa sobre a influéncia de uma

caracteristica na vida do organismo.

4. Por que larvas mantém os escudos de fezes?
Considerando-se que nem todas as espécies de Cassidinae adornam-se com fezes na

fase larval (Windsor ez af 1992; Olmstead 1996), fica a questfio sobre o motivo pelo qual
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os escudos s3o mantidos, principalmente em S. areolata, ja que estes nio oferecem
vantagem na defesa contra predadores. Uma possibilidade é que o escudo ou as estruturas
morfologicas responséveis pela sua existéncia sejam mantidos por outras pressdes seletivas
que ndo estejam relacionadas com a protegdio contra predadores. E possivel que estas
estruturas tenham evoluido com outra fungo, além da protegio contra predadores. Muitos
Grgdos sio adaptados para exercerem mais do que uma funcfio (Futuyma 1993). Desta
forma, estas estruturas podem ter se desenvolvido para uma func¢do, que nfio é mais
importante no presente, ¢ exercer uma nova ou tinica funcio no relacionada com a razio
do seu desenvolvimento (Futuyma 1993).

O escudo de P. flavescens tem uma importante fungdo na protecio de larvas.
Entretanto, no caso de §. areolata, é possivel que o escudo tenha se desenvolvido para
proteger larvas contra predadores e contra fatores abi6ticos, mas atualmente tenha perdido
a primeira funcdo. Apesar do escudo aumentar a mortalidade em condigdes ambientais
favoraveis (de temperatura, auséneia de chuva e insolagdo — como no experimento de
laboratdrio), na situagdo de campo nio encontramos diferenca na mortalidade de larvas
criadas com ou sem escudo. Portanto, como sugerido anteriormente, este fato pode indicar
a importancia do escudo de S. areolata em proteger contra condigbes ambientais menos
favordveis. Neste caso, manter os escudos nio seria tio desvantajoso.

Uma vez que, para S. areolata, a presenca do escudo nio altera a sobrevivéncia de
larvas em situagdo natural, alternativamente, a manuten¢io do mesmo pode ser explicada
por razdes relacionadas ao passado das espécies de Cassidinae. Pouca mudanga de um
carater, ao longo do tempo, também pode acontecer por limitag3o filogenética (Gould &
Lewontin 1979). Devido ao fato de existirem exemplos de espécies proximas cujos

escudos sdo eficientes em proteger larvas ¢ n3o sdo custosos, espécies proximas a essas
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podem ter mantido essas estruturas. Charidotela bicolor, Deloyala guttata e Chelymorpha
cassidea (todos Cassidinae) também apresentam escudos e Olmstead & Denno (1992)
verificaram, em experimentos de longa duragiio semelhantes aos desenvolvidos nesta tese,
que os escudos representam uma estrutura que nfo apresentam custo para o desempenho de
larvas ¢ eficiente como defesa. Portanto, a presenca do escudo de fezes em espécies
proximamente relacionadas e sua eficiénecia em proteger as larvas poderiam explicar
porque esta estrutura € mantida S. areolata.

E possivel que este carater, sendo desvantajoso para larvas, nio persista com o
tempo. Maynard-Smith et al. (1985) sugere que se um carater permanece virtualmente
sem mudanca durante milhdes de anos, isto pode refletir limitacdes de desenvolvimento,
reduzindo a possibilidade de mudangas. Pouca mudanga evolutiva também pode acontecer
por limitagdo filogenética. (Gould & Lewontin 1979). Ambos os tipos de limitacdes
mencionados podem ser testadas pela variabilidade genética (Maynard-Smith er al. 1985;
Futuyma ez a/ 1993; Ridley 1996). Se um carater nfo é variavel geneticamente, isto pode
evitar sua mutagio (Ridley 1996). Considerando-se que escudos ¢ furca apresentam uma
grande variagdo morfologica (Buzzi 1988; Windsor et al. 1992; Olmstead 1996; veja tabela
1.1), pode-se esperar que ndo exista limitagiio genética. Para S areolata é possivel que
larvas percam sua habilidade de juntar fezes e exuvias e apresentar outras estratégias
alternativas. Larvas de S. areolata apresentam substincias defensivas (capitulo 2) e isto
pode ser uma defesa importante para esta espécie.

Concluindo-se, o trabalho apresentado neste capitulo rejeita a hipdtese de que
escudo de S. areolata seja eficiente em proteger larvas contra predadores. Por outro lado,
os resultados obtidos em experimentos utilizando P. flavescens demonstram que o escudo

tem papel defensivo, de natureza quimica. De qualquer forma, ainda ndo se conhece
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contra que tipos de predadores o escudo realmente protege eficientemente, nem que tipo de
pressdo de inimigos levou o desenvolvimento desta estrutura. Informagdes como estas
poderiam facilitar o entendimento da eficiéncia dos escudos. Como afirmado por Miiller &
Hilker (2003), generalizacGes sobre a eficiéneia da protecdo pelo do escudo sio dificeis de
serem feitas ja que este varia tanto de acordo com as espécies de predadores com que
interage e com a planta hospedeira do besouro. Além disso, inimigos naturais podem ser
capazes de se adaptarem contra este tipo de defesa ao longo do tempo tornando-se imunes

a ela (Miller Hilker 1999; Schaffner & Miiller 2001).
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Figura 1.2. Aspecto de larvas e plantas submetidas a um experimento para se testar o papel
de escudos em larvas de Cassidinae. A. Planta hospedeira sem prote¢do contra inimigos
naturais colocada em trilha no campo (foto: José Roberto: Trigo). B. Planta hospedeira com
prote¢do contra inimigos naturais colocada em trilha no campo (note que os vasos sdo
colocados dentro da mesma armacdo usada para proteger as plantas) (foto: José Roberto
Trigo). C. Larva de S. areolata com o escudo natural (foto: Ricardo Sawaya). D. Larva de
S. areolata com o escudo removido (foto: Ricardo Sawaya). E. Larva de S. areolata com o
escudo natural substituido por um escudo artificial (foto: Ricardo Sawaya).



‘04 OP [PAIU OU SBANROIJTUSIS SESUOISJIP WEBIIPUT SOJUSISJIP SBNQ] (T PIVjoa4p spjojs ered
9 ojuowe)e) epeo eied (¢ :susosaavyf vuorigauwio13v]J eied [ensowe oyuewe], 'so109dso sep BN BPED 91UO SBISJ WeIo) sogderedwo))

‘odweo ou SOJUSIRIEI) SSJUSISJIP B SEPHOWINS DIV]0DLD SDJOIS O SUIISIAD]f DUOLII2U01SD]J Op SeAle] op ojuswodredesaq "¢’ vIndi

VD024 S0 SU22S240Y PUOLIIWOITD]J
ogd304d wiag oedaj0ad wio) ogddjoead wag ogddjoad wo)
L X 2 i B o 'l x c
N N N
\ el \ \ |
qe qe € =
// ,/ * 0z
% \ -
D > s Loy
) I )
-~
> - 8.
- =
[
I 2
-09 °
- 08
[epynIe opndsy N
opnosy unsS ] I
[eanjeu opnosy i L 001

Y



%S 9P [0AJU OU BATIBOIUSIS BSUSISJIP UIBIIPUI SOJUSIOYIP SBIJOT "$9199dsa
SEp BUn ePed 21U SeIIdf Weloy sagdeieduio)) "SeljsOU SEp OYUBUIR) O WRIIPUI SELIeq Sep onuap sorownN ‘odureo op sojuswadxs e

SOPNOWIQNS SUISIAD] PUOLIIUIOIZD] ] S DIV]02D §D]O]JS WS 08depaId 3P SOJUSAD 9P OUINIOU 9 OUINIP BIOUYLIOO0 op ogiped | eIngig

ardadsy
Su22saavyf vuorgaw 018l g vIv]02.4v SV]OIS
1 0
% 141 17 -
/ oz
] =)
i 2
/ - o
. -
[¢°]
W/// " [ 2
§ g
-09 &
- 08
HUNN| i
eld] -
- 001

09



(%6 [9AIU) SOJUdWIRIRI) SO
2I)US BATROYIUSIS BSUDIOJIP OP BIOUISNE B WEDIIPUI SBIJO] 'SBISOWR SBP Ojuetle) O WedIpUl Selleq Sep OJjuap SOISWNN ‘OLI0jeIoqe] We

SOIBSUQOIq SJURIND SNSSDLD Snjouoduin,) BFIULIO) BP SOYUIU B SEPIOAIDJO SUaISAD]f DUOLI2MOLED] ] 9P SeAle] wd ogdepard ¢ | eindiy

SOjUdWEIBA],
opnIse Wag [ehgNIE opndsST [einjeu opnosy
y g 1 0
LT 0 0€ I
€ [
. I
'3 ™ @N
A1
[=})
-2
A s
(=]
Lo S
L 08
L 001

19



‘(%6 [9AIU) SOjUSWRIRI)
S0 91Ud BANROYIUSIS BSUSIQJIP OP BIDOUQSNE & WEDIPUI SBII'T 'SLNSOWE SEp OYULLIE) O WEdIPU] SELIE] SEP OJJUSP SOISWNN "OLIOJRIOGE]

WS SOIBSUS0Iq SJURINp $7SSDAI Snjouoduin,) e3IUII0) 8P SOYUIU B SEPIOSISJO DIN]02D SDJOIS O SEAIR] WS OBSepalq 9’| vIngig

sojuamIE) B,
OpROSI WIS [BIOY1.IE OPNIST [eanjeu opnosy
. 5 1 0
87 97 97 -
v 5
“ =3
L 0z
e .
Loy v
- [¢]
[=H
L -3
Ul
L 1l
(=]
L g9 S
08
L 001




(%S
_0>Ev sojuowielel) SO 21uUd m>ﬁmo@wﬁwww wozo.ﬁoﬁ@ wﬁ &mocwmﬁm 154 E&o:uE wmb@d ‘serjsouie mﬁv Osdmgﬁ () Smo%zm wmﬁmﬂ wﬁu obcoﬁ

SOIOWINN] "OLIQIRIOQR] TS SOIBSUSOI( WS SUSAO[ SnjIn3 Shjne) SepIodIdJo SsuaIsaAv]f PUOLIIUIOLZD] ] 9P SBAIR] W0 ogdepald /'] eInd1

SO)UIWR) LA,
[EIdGI}IE OpNISH 0pnIsd WG [eanjeu opnosy
. i 1 0
14! 61 17 -
- 0T
o3
e
-
X )
o
[ $
- “. 09 &
.ﬂ L
- 08
€ i
- 001

€9



(%S 19AJU) SOJUSWEIE) SO OIS BAIEIIUSIS BSUSIOJIP O BIOUQSNE B WEDIPUI SBA)9] SLISOWE SEp OYUBLIE) O WEIPUI selreq

SEp OUSP SOISWNN "OLIOJEIO]E] WS SOTBSUS0I] WS SUSAOS s77n3 snjjpL) SEPIOSIS)O DIV]02.LD SVJOIS OP SBAIR] WS 0gdepald '§'| eIngiy

sojudwIe) LA,
[eIgnIE opnosy 0pnISI WIS [eInjeu opnasy
. 2 1 c
60 4! €1 -
e 2
¢ - 07
-0 ¥
» o
(=9
-
X 8
(=]
- <
Lo S
- 08
L 001

¥9



%S
9P [9AJU OU SBANBOYIUTIS SBSUSISJIP WERDIIPUT SOJUSISJIP SeNoT "ojuswe)er) eped eied (¢ :[ensowe oyuewe], ‘odued ou sojusweien)
SoJuRIRJIp & sepnowqns o sesard owod sepesn vp.adidniyf viopdopods op seare] op ojuswrodredesop op wedeiusord ‘6’1 iy

sojuawejelj

euoiiewoibe|d ap 0pnose ap o}enx BJUSAI0S jeineN

<

q e e

[
—

(=]
N

o
(3}

o
Te}

o
©0

o
M~

O
<t
(%) ouswioasedesaq

o
=]

$9



06 op [oAIU ou seAnjeoyugis
SESULIOJIP WIBOIPUI SAJUQIGJIP SEN}O'] "SeI)SOWE SeP OYUEILIE) O WIEOIPUI SBLIE] SEP OIJUSP SOIOWNN] "SOJUSIUEEI) SOJUSIOJIp & seprjowqns

o sesoxd owoo sepesn vp.adidnif viordopods op seAle] Wo snsspo snjouoduin?) egrunioy ejod ogdepard op suoSejuooreg 1| vngiyg

SOjUdWEB)IBA],
BUOLI}oWOIS el
3p OpNISI AP O)eNXY JjuUdA0S [eanjeN
f 3 i 0
ST 0t 0¢ ]
- 07
-0y ¥
q - &
-
s 5
)
o9 &
- 08
v !
“ s
- 001

99



‘%6 op [oAIU ou seAneotjiugdis seduoioyIp
WEOIPUl SOJUSISJIP SBIj9] 'SeXSOWR Sep OyYuewe} O WEDIPUl SeLeq SEP ONUSP SOIWNN ‘OLIOJeIOqe] OU SOJUSWIEIel} SOJUIQJIP

e seprowqns o sesaxd owoo sepesn vp.Ladidnif visydopods op sere] Wi snjwd snjwo Iod ogdepaid op waSejusdiog ‘11°1 eInSig

ojudwE)eA,
BUOLIJOWOIZE[J
3P OpNISI 3P OJRIIX IJUIA[OS [eImeN
3 i ]
0
8¢ 144 LI -
- 07
-0y ¥
5 o
=3
s ®
Ll
L e
q o
L9 S
- 08
v !
1 5
- 001

L9



%S 9P [PAJU OU  SBANROUIUSIS  SESUSIQJIP  WIEOIPUI  SOJUSISJIP  SEXeT] ‘SOPIAOWIAI N0  SOJOBJUI  SOPNISI

wod sepyjuewt wre1oj seare] ‘odweo ou sepeyueduiooe SU22524D]f DUOLPUOIZD]J Op SBAIR] O BIOUQAIASIQOS 9P seAIn)) ‘7| eindij
(seip) odwa}
bl 6 LE G€ €€ 1€ 6 LZ ST € 1Z 6L ZL SL €L LL 6 L ¢ € I

. 9 ‘ @ ) . . ) . . ) ) O ® ® ® . ' A " (Y o ® ® ® -..III.lD.l..l....l.ll.l'.ll..l. c
Lo ) >
n O 0 _ 0 o
Q »
e - 02
[
L @ o
Q - O m
N (5]
o <.
3 <
D X o
=3
3 Q,
09 2
o 3 X
4/’ b
- 08
opnoss WoH —g- opnosa Wag =0 b
= 001

89



(%S TeAIU)  eAnROYIISIS  RSUSIOJIP 9P  BIOUQSHE  WEDIPUI  SENO|  SOPIAOWAI N0 SOJOBIUI  SOPNOSS  WOD

SepeLo Wielo SeAJe] "OLIOJeIOqe] OU sepequedwoor suaosaav]f vuoLIUOISD]J Op SeAIe] Op BIOUQAIAQIGOS 9p SseAaIn)) ¢['] vmsiyg

(se1p) oduray,
emmmvumwmmﬂmcuawﬁzﬁmﬂvﬂmﬂﬁzcﬁ 6 8 L 9 ¢ v ¢ T I 0

| YU WU JUNON WO WOV TN W W WO NS N U NN NN N YN SN TS SN WU DU MU SN W SN W (SN U UURN TN AT SRR SN NN D WANN WU YN NENN VENE NNY WS AT TR VNS N N R TNNT N NN NN Y c
- 07
I g
-0 S
a (¢}
=
3 <
(=2
r =]
8.
e i (]
O o Lea A~
O.‘O\.O.nO...O.-O...O. -@@ 0/0
pe
- 08
opNISI IS - -O- - |
OpNISI WO)) —g— i
~ 001

69



NONNN NN
= N W S O
T i i T T

201

s oo

-1 oo

[otete] 300K

2006659200086 COD0L000V000VO000

Tempo de desenvolvimento de larva (dias)

18 e SP00HEORR050 felelelele]
17 e L0 [s1e]
16 . :
1.000 2.00
Tratamento
0.012 T T
[+]
0.011 ° °
E-d:d
o8
oC
0.010 - 0 oco
R ...: o 360
g 0.008 I~ oceo 888
2 98888 w
2 0.008 - 2080 o0
3 %
0.007 | 2 °
0.006 I~ ®
0.005 ' :
1.000 2.000
Tratamento
40 T T
Q ]
2 30
g
B . °
Q
g * .
@ 20
5 oo
Q 006 fole]
) 52
Z1or ]
l-‘ 0580 Q000
irveiryi g
oo 888
0 a1 )
1.000 2.000
Tratamento
Figura 1.14.

Peso aduito (g)

Tempo de desenvolvimento de pupa (dias)

701 - @ n
6.5 1
6.0 7]
55 =
50 b ey CELLELXLLLLY g
45 : .
1.000 2.090
Tratamento
0.009 T T
Q
o0
0.008 I~ ° 1
Erey °
oo
® 000 ]
0.007 200 qggo
..:0. o0
o0 00000Cco
0.006 o0 “
o
X °
0.005 - 7
Q
o
o000
0.004 ' .
1.000 2.000
Tratamento
1.5 T T
o a b
= ° °
T 10 ° 7
E B ov0
k<] 832 858
ol °0 0000
) 000000
£ o5 seagon G500 N
Q Ig'g' QOO00
8 po4 ooooo
o °
o soe
5 00F * -
3 : )
0.5 : .
1.000 2.000
Tratamento

I
43}

70

Desempenho de larvas de Plagiometriona flavescens submetidas a um

experimento de laboratdrio para testar a influéncia da presenca do escudo de fezes. Larvas

foram acompanhadas com e sem o escudo e os parAmetros avaliados foram: A. tempo de

desenvolvimento larval, B. tempo de desenvolvimento de pupa, C. peso de pupa, D. peso

de adulto, E. taxa de consumo relativo, ¢ F. taxa de crescimento relativo.

1 — escudo

intacto, 2 - escudo removido. Letras diferentes indicam diferencas significativas no nivel

de 5%.
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Figura 1.18. Desempenho de larvas de Stolas areolata submetidas a um experimento de
laboratério para testar a influéncia da presenca do escudo de fezes. Larvas foram
acompanhadas com e sem o escudo e os par@metros avaliados foram: A. tempo de
desenvolvimento larval, B. tempo de desenvolvimento de pupa, C. peso de pupa, D. peso
de adulto, E. taxa de consumo relativo, e F. taxa de crescimento relativo. 1 — escudo
intacto, 2 - escudo removido. Letras diferentes indicam difereﬁg;as significativas no nivel

de 5%.
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CAPITULO 2

Estratégias de defesas quimicas de larvas de Stolas areolata e Plagiometriona flavescens

INTRODUCAO

Besouros da familia Chrysomelidae utilizam substancias quimicas para sua protecdo em
todas as fases do desenvolvimento. Essas substincias podem variar n3o somente entre
diferentes espécies (mesmo que taxonomicamente préximas), como também entre as fases de
desenvolvimento (Pasteels ez al. 1988a; 1988b). Tal variagio reflete uma notavel diversidade
de compostos utilizados, pertencentes a diferentes classes quimicas (Pasteels et al. 1988a).

Esta diversidade de compostos, pode em parte ser explicada pela pressdo dos diferentes
inimigos naturais destes insetos (veja Introducdio Geral desta tese) € da aprendizagem de
predadores, levando ao desenvolvimento da diversidade de defesas quimicas entre espécies
simpatricas (Pasteels et al. 1988a) ou entre diferentes estagios de desenvolvimento. Os
diferentes ambientes e modos de vida de larvas e adultos de insetos holometabolos (entre eles os
Chrysomelidae) resultam em diferentes forcas seletivas agindo sobre estes, em diferentes
estagios de desenvolvimento (Bowers 1992). Este autor sugere, por exemplo, que, devido ao
fato de larvas serem relativamente menos méveis do que adultos, estas provavelmente nio
poderiam usar as mesmas estratégias contra predadores que os adultos usam; por isso ser
impalatavel pode ser mais vantajoso para larvas.

Substéncias quimicas defensivas de larvas e adultos de insetos tém duas origens
principais, de acordo com a especializagio ¢ dependéncia dos insetos na quimica da planta

hospedeira. Estas podem ser:
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L. Autdgenas: biossintentizadas pelo proprio inseto (pela sintese de novo, na qual o
animal sintetiza substancias presentes na sua planta hospedeira a partir de precursores de
seu metabolismo primério), representande a auséncia da dependéncia do inseto pela
planta. Entre os crisomelideos essas substancias sfo produzidas por diferentes rotas
biossintéticas (Pasteels e al. 1994).
2. Seqiiestradas de suas fontes alimentares (Bowers 1992): representando uma
dependéncia da planta hospedeira. O segiiestro por insetos herbivoros acontece quando
0s mesmos, ao invés de desintoxicar e/ou excretar os compostos secundérios da planta
hospedeira, os acumulam no corpo (Rowell-Rahier & Pasteels 1992). Crisomelideos
podem ainda apresentar uma dependéncia parcial da planta hospedeira, sintetizando seus
compostos defensivos a partir de substéncias presentes na planta hospedeira.

Um outro tipo de utilizagdo de compostos defensivos ocorre quando a espécie pode se
defender tanto com substincias autégenas quanto com substincias seqiiestradas. Alguns
autores mencionam este tipo de estratégia como uma maneira do besouro reforgar a defesa por
substincias autdgenas (Pasteels ef al. 1988b; Blum 1994).

Substéncias seqiiestradas nfo devem ser confundidas com aquelas que tém estado
transitério pelo corpo do organismo. Todos os insetos que se alimentam de plantas toxicas,
certamente apresentam alguns compostos defensivos no seu sistema digestivo durante a
alimentagdo (Blum 1994; Pasteels er al. 1994) que podem participar da sua defesa (Bowers
1992; Blum 1994; Pasteels et al. 1994), sem que estes sejam necessariamente seqiiestrados.
Segundo Pasteels er al. (1994), nesta situagdo transitéria, apenas baixas quantidades dessas
toxinas sdo encontradas.

E possivel observar que muitas espécies de crisomelideos sdo especializadas em plantas

hospedeiras que contém compostos secundérios tdxicos efou impalatdveis tanto para
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invertebrados quanto para vertebrados (Bowers 1992; Rowell-Rahier & Pasteels 1992; Blum
1994; Pasteels ef al. 1996). Entretanto, pelo menos entre membros da subfamilia
Chrysomelinae, a defesa quimica parece ser primariamente autdgena, ¢ rara e secundariamente
derivada da planta hospedeira (Pasteels & Rowell-Rahier 1991; Blum 1994; Pasteels ef al.
1996; Pasteels ef al. 2003). Todas as espécies ja estudadas do género Phratora, por exemplo,
biossintetizam monoterpenos ciclopentandides, exceto P. vitellinae que utiliza salicina e
glicosideos fendlicos de sua planta hospedeira (Kopf ef al. 1998). Espécies do género Oreina
biossintetizam cardenolidas e seqiiestram alcaldides pirrolizidinicos (Pasteels e al. 1994). A
analise quimica da secreglio de algumas espécies deste género apresentada por Pasteels er al.
(1996) revelou trés padrdes diferentes: nove espécies que se alimentavam de Asteraceae ou
Apiaceae secretam cardenolidas e uma espécie, O. cacalige, seqiiestrava somente alcaldides
pirrolizidinicos da planta hospedeira. Outras trés tinham um padrio misto, sendo capazes de
secretarem cardenolidas autdgenas e seqiiestrarem alcaldides pirrolizidinicos, ou apresentarem
somente uma dessas substéncias, como foi verificado para algumas populacdes.

Muitos autores acreditam que insstos fitéfagos sio majoritariamente especializados em
suas plantas hospedeiras devido & composicio quimica das mesmas, sendo limitados 2
utilizagdo de espécies similares quimicamente (Erlich & Murphy 1988; Schultz 1988:
Schoonhoven er al. 1998; Termonia et al. 2001). Desta forma, explica-se o seqiiestro de
substancias toxicas como o resultado da estreita relagdo dos insetos com suas plantas
hospedeiras (Rowell-Rahier & Pasteels 1992). Existem exemplos de espécies que se
especializaram em diversas plantas hospedeiras, similares quimicamente, tornando possivel o
seqliestro do mesmo composto consumindo diferentes espécies de plantas (Rowell-Rahier &
Pasteels 1992; Termonia et al. 2001). Entretanto, esta ndo € a regra para todos os casos de

seqliestro por insetos fitéfagos e alguns autores sugerem que a dependéncia parcial de
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compostos secundarios das plantas ou a mistura de compostos autégenos e seqliestrados devem
ter propiciado a vantagem dos insetos poderem se tornar mais flexiveis em relagio a sua dieta e
aumentar a amplitude de espécies de plantas hospedeiras utilizadas (Pasteels ef al. 1996;
Termonia et al. 2001). As espécies O. speciosisssima e O. elongata, por exemplo, se defendem
através de cardenolidas autdgenas e aicaldides pirrolizidinicos sequestrados.  Oreina
speciosissima se alimenta de Adenostyles alliariae, que apresenta alcaldides pirrolizidinicos ¢
de Petasites albus (ambas Asteraceae), sem esses alcaldides (Pasteels er al. 1995). Oreina
elongata se alimenta de Adenostyles leucophyllla, que apresenta alcaldides pirrolizidinicos e de
Cirsium spinosissimum, sem esses alcaldides (ambas Asteraceae) (Pasteels ef al. 1995). Esses
autores verificaram que populagGes dessas espécies foram encontradas exclusivamente
produzindo cardenolidas, ou exclusivamente seqiiestrando alcaldides, ou ainda fazendo ambos
dependendo da disponibilidade local de suas plantas hospedeiras. Este exemplo demonstra a
flexibilidade do uso de plantas e da defesa quimica de espécies que utilizam tanto substincias
seqiiestradas quanto autdgenas. Entretanto, deve ser enfatizado que, independente da populagido
onde sfo encontradas, todas as espécies que seqiiestram alcaldides pirrolizidinicos ainda s3o
capazes de biossintetizar defesas autégenas. A tnica exceg@io ¢ O. cacaliae, que abandonou a
habilidade de biossintetizar cardenolidas (Pasteels er al 2003).

Considerando essa variagio da origem dos compostos quimicos defensivos, alguns
trabalhos foram realizados com o objetivo de se comparar a eficiéncia de compostos autégenos
e seqiiestrados em proteger os organismos onde se encontram. Rowell-Rahier et al. (1955)
ofereceram para o modelo de predador Agelaius phoeniceus, uma ave, adultos de duas espécies,
que tém morfologias similares, (. gloriosa e O. cacaline. Qs autores verificaram que
individuos de O. cacaliae, que seqiiestravam alcaldides pirrolizidinicos, foram mais rejeitados

do que os de O. gloriosa, que ndo seqgliestravam nenhum tipo de composto € se protegiam de
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substancias biossintetizadas. Resultado semelhante foi encontrado por Palokangas & Neuvonen
(1992) quando compararam a freqiiéncia de larvas de Phratora vitellinae (que seqiiestra salicina
da planta hospedeira) e de P. polaris (que biossintetiza compostos defensivos) predadas por
aranhas. Os autores verificaram que larvas de P. vitellinae foram significativamente menos
comidas do que de P. polaris. Em outros experimentos, descritos em Pasteels er al. {1996),
foram utilizados adultos de O. elongata, uma espécie que consome mais de uma espécie de
planta hospedeira ¢ que € capaz de seqiestrar alcaldides pirrolizidinicos quando presentes na
planta hospedeira, ou de biossintetizar cardenolidas quando alcaléides pirrolizidinicos sio
ausentes. Os experimentos tiveram como objetivo verificar quais tipos de substincias sdo
recuperadas mais rapidamente ap6s a perturbagio do organismo e sua liberagfo. Foi verificado
que a recuperagdo de alcaldides pirrolizidinicos ¢ mais rapida do que a nova sintese de
cardenolidas.  Portanto, para Chrysomelinae, os trabalhos realizados até o momento
demonstraram que seqtiestrar substancias defensivas da planta hospedeira seria mais eficiente
do que biossintetiza-las.

Em uma consideragio ripida, pode parecer energeticamente vantajoso e evqlutivamente
mais simples reciclar compostos defensivos da planta hospedeira do que biossintetizd-los (Blum
1994). Além disso, os resultados apresentados acima também sugerem a vantagem em se
defender através de substancias seqiiestradas. Entretanto, as defesas autogenas sdo mais
freqiientes em Chrysomelinae porque existem limitacdes para se utilizar substincias téxicas
e/ou deterrentes provenientes da planta hospedeira. Segundo Bowers (1992), o seqiiestro de
compostos defensivos requer um mecanismo bioquimico que permita a passagem de substincias
defensivas potenciais do sistema digestivo do inseto para as estruturas onde estas serdio
acumuladas. Desta forma, esse autor identifica trés adaptagdes fisioldgicas necessarias para a

utilizagio de compostos defensivos:
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1. Enzimas de desintoxicagfio nio devem entrar em contato com a substincia
seqiiestrada. Por exemplo, se a substancia for um glicosideo, esta deve estar protegida
contra a agao de glicosidases. Para evitar o ataque enzimaético, os compostos toxicos
devem ser estocados em tecidos ou 4rgfios onde as enzimas de desintoxicagdo nfo
ocorram. Alternativamente, tais compostos devem ser complexados com moléculas de
transporte, tornando-os resistentes a estas enzimas de desintoxicagio para o transporte
para fora do sistema digestivo.

2. Os compostos devem ser capazes de passar pelo sistema digestivo para alcangar a

hemolinfa. Neste caso moléculas de transporte também podem ser necessarias. A

hemolinfa pode ser capaz de estocar tais compostos e direciona-los aos predadores

potenciais através do sangramerto reflexo ou de um dano causado pelo ataque.

3. Os tecidos e érglos devem estar protegidos ou imunes aos efeitos dos corapostos

defensivos. Alguns insetos podem estocar os compostos em 6rgdos especializados,

como acontece com substincia biossintetizadas de novo, as quais geralmente sfo
estocadas em reservatdrios associados 4s glandulas.

Provavelmente, devido s limitagdes para o seqiiestro de substéncias defensivas, todos
0S cenarios mais aceitos para a evolugo da defesa quimica no complexo Oreina-Chrysolina
consideram que a producio autdgena de cardenolidas seja ancestral, e o seqiiestro de alcal6ides
pirrolizidinicos se desenvolveu posteriormente (Pasteels ef al. 1996; Dobler ez al. 1996; Pasteels
et al. 2003). Segundo Pasteels ef al. (1996) o tnico cendrio improvavel seria que a defesa
autogena (producdo de cardenolidas) f(;sse derivada do seqiiestro de alcaldides pirrolizidinicos.
O mesmo padrio se repete para toda a sub-tribo Chrysomelina, sendo que apds o

desenvolvimento do seqiiestro de substéincias de plantas hospedeiras, os besouros também
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passaram a ser capazes de utilizar somente tais substancias seqiiestradas como precursores do
seu composto defensivo (Termonia et al. 2001).

Uma vez que uma determinada espécie utiliza substancias quimicas para sua protego, &
necessaric que haja um mecanismo para que as mesmas entrem em contato com o inimigo
natural € que seu papel seja desempenhado. Os compostos defensivos sio estocados em
diferentes ¢rgéos e seu modo de liberacio varia nfio sé entre espécies mas também entre os
estagios de desenvolvimento de uma mesma espécie (Pasteels ef al. 1988b). A liberagdo das
substincias pode ocorrer & partir de glindulas exdcrinas especializadas, por sangramento
reflexo ou ainda através de fezes (Pasteels ef al. 1988a; Rowell-Rahier & Pasteels 1992), como
foi amplamente discutido no primeiro capitulo desta tese. Algumas espécies ainda podem
regurgitar substéncias defensivas. Larvas de Crioceris sp. quando perturbadas regurgitam uma
grande quantidade de fluido que algumas vezes cobre todo o seu corpo (Pasteels et al. 1988b).
Substéncias recém ingeridas e que ainda estejam acumuladas no aparetho digestivo do inseto
antes da sua digestdo/seqiiestro (em alguns casos) podem ser usadas com este propdsito (J.M.
Pasteels, com. pess.). Em alguns casos, ¢ a agio mecanica dos predadores que causa a liberagio
das substéncias através do sangramento pelos cortes (Pasteels er al. 1988a; Rowell-Rahier &
Pasteels 1992). Desta forma, as substincias que estfio estocadas na hemolinfa ou nos tecidos s6
sdo liberadas apds o ataque; e por esta raziio, o predador somente entra em contato com a
mesma apds danificar a presa. Mesmo se a presa ndo sobreviver, o predador pode aprender a
evitar futuros contatos em outros individuos semelhantes (Pasteels ef a/. 1988a).

A maneira como a substancia defensiva ¢ liberada influencia na eficiéncia da protegio
de cada classe de composto (Rowell-Rahier & Pasteels 1992). Como exemplos, Rowell-Rahier
& Pasteels (1992) mencionam que voldteis irritantes devem ser mais eficientes quando

liberados por glandulas que permitem que estes ajam mesmo se o predador estiver a uma



83

determinada disténcia, repelindo-o antes do contato com a presa. Outro exemplo mencionado
por estes autores € o de compostos que atuam como deterrentes, ou que afetam processos
fisiologicos do predador. Neste caso, tais compostos podem desempenhar sua func3o mesmo
gue sejam hiberados somente apds o ataque. Hilker (1994) mostrou que todos os compostos
defensivos conhecidos de ovos de Chrysomelidae nZio sdio voliteis ¢ portantc somente
apresentam atividade apds o contato ou ingestio pelo predador. Pasteels er al. (1984)
mencionam que substancias volateis produzidas por larvas sio eficientes em protegé-las contra
artropodos, enquanto que compostos associados ao aposematismo dos adultos sio mais
direcionados contra animais vertebrados de pequeno porte, como aves.

Apesar de glandulas exdcrinas ja terem sido detectadas nas subfamilias Criocerinae,
Chrysomelinae, Galerucinae e Alticinae (Pasteels er al. 1988b), ndo é raro que substincias
defensivas provenientes de planta, ou seus metabdlitos, sejam estocados na cuticula e/ou na
hemolinfa dos Chrysomelidae (Rowell-Rahier & Pasteels 1992). Muitas vezes a prépria
coloragiio de adverténcia é dada pela substincia defensiva presente na cuticula (Blum 1994).
Além dos compostos defensivos, a cuticula dos insetos ¢ formada por hidrocarbonetos, alcoois,
acidos graxos, ésteres, glicerideos, esterdis, aldeidos e cetonas; sendo os hidrocarbonetos os
principais componentes (Lockey 1988).

Hidrocarbonetos cuticulares (HCs) t&m como principal fungio proteger os insetos contra
estresses provocados pelo ambiente, evitando sua dessecagio (Jacob & Hanssen 1986; Dubis ef
al. 1987; Lockey 1988; Golden er al. 1992; Singer 1998). Esses compostos também podem ser
uteis como pistas para reconhecimento de parceiros (DubisV et al. 1987; Hemptinne er al. 1998;
Singer 1998) e para o reconhecimento de individuos pertencentes a uma mesma coldnia (Dubis
et al., 1987; Dettner & Liepert 1994; Singer 1998). Existem ainda casos de insetos de

diferentes ordens que parasitam formigas, mimetizando-se quimicamente, por apresentarem
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HCs semelhantes aos das hospedeiras. Desta forma, estes insetos se beneficiam da alimentac&o
e protegdo, provenientes do habito social das formigas. Este tipo de interacio foi observado
entre a lagarta Maculinea rebeli e a formiga Myrmica schenki [que apresentam
aproximadamente 60% de similaridade (Elmes ez al. 2002)] (Akino ef al. 1999), entre o sirfideo
Microdon piperi e Camponotus modoc (Howard et al. 1999) e entre o besouro Myrmecaphodius
excavaticollis € Solenopsis richteri (Meer & Wojcik 1982). Segundo Elmes et al. (2002), cada
espécie de lagarta do género Maculinea, tem seu hospedeiro especifico, que € uma espécie de
formiga do género Myrmica. Elmes et al. (2002) analisaram os padrSes quimicos da cuticula de
cinco espécies de Myrmica ¢ compararam com os padrbes das lagartas mimeéticas do género
Maculinea. Eles conclujram que os padrdes qualitativos e quantitativos de HCs das espécies de
Myrmica sdo suficientemente diferentes entre si para sustentar a especificidade da interaciio
entre Myrmica € Maculinea. Este é um caso interessante em que as substincias quimicas
presentes na cuticula do herbivoro, no s6 o protege contra o ataque das formigas, com também
o transforma em um parasita ou predador do modelo (Dettner & Liepert 1994; Singer 1998).
No caso das formigas Myrmica ¢ das lagartas Maculinea, por exemplo, as lagartas ou se
alimentam das larvas de formigas ou sio alimentadas pelas operarias (Elmes ez al. 1991).

Além de intermediarem a interagdo de parasitismo sobre formigas através do mimetismo
quimico, substancias quimicas também sio capazes de proteger crisomelideos contra predacio,
por os tornarem toxicos ou impalatdveis. Hilker (1994) menciona a eficiéncia de substancias
quimicas na protegio de ovos contra formigas, testada em varios bioensaios de laboratério.
Devido ao tamanho pequeno e cuticula macia de larvas, Pasteels ef al. (1984) e Blum (1994)
afirmam que ¢ importante que o predador seja repelido antes de provocar ferimentos nas larvas.
Pasteels et al. (1984) mencionam o exemplo de monoterpenos volateis, os quais eficientemente

uritam os inimigos distantes, antes de atacarem as larvas. Outras substincias como
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salicilaldeidos, benzaldeidos da secrecao de Chrysomela vigintipunctata costella e Chrysomela
confluens e juglona da secregdo de Gastrophysa depressa, repeliram formigas ou fizeram com
que larvas fossem evitadas por estes predadores (Pasteels er a/ 1988b; Kearsley & Whitham
1992). Blum (1994) também menciona o exemplo de substincias quimicas presentes na
cuticula de Xanthogaleruca lutecla (Galerucinae) que parecem repelir as formigas quando
atacam as larvas. Apesar de formigas terem sido utilizadas na maioria dos experimentos de
laboratério, a defesa quimica de Chrysomelidae também ja foi demonstrada baseando-se em
outros predadores generalistas, como aranhas (Palokangas & Nevonen 1992) e aves (Hough-
Goldstein et al.1993; Hilker & Kopf 1994; Rowell-Rahier et al. 1995).

Apesar de existirem diversas investigagdes sobre a ocorréncia da defesa quimica de
Chrysomelidae, identificaciio de compostos envolvidos e inimigos naturais atingidos, nenhuma
destas foi realizada testando-se espécies de Cassidinae. Durante a realiza¢fio dos experimentos
descritos no capitulo anterior, verificamos que além das substincias provenientes dos escudos
de fezes, as larvas pareciam apresentar outras substancias em seu corpo que poderiam participar
da defesa contra os predadores testados no laboratdrio.

Desta forma, os objetivos deste capitulo foram: 1. verificar se substincias presentes no
corpo de larvas de Stolas areolata e Plagiometriona flavescens seriam capazes de protegé-las
contra predacdo e 2. identificar contra quais grupos de predadores essas substincias sio
efetivas. Mais especificamente, o objetivo com larvas de P. flavescens foi verificar se o nio
reconthecimento de por parte de formigas se explica pela camuflagem quimica das larvas. Com
S. areolata, o objetivo especifico foi testar o papel de substancias presentes no corpo de larvas

em protegé-las contra predadores.
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Uma vez que a metodologia utilizada para testar 2 defesa quimica de cada uma das

espécies e os resultados encontrados foram bastante diferentes, descreveremos ambos os itens

do trabalho separadamente para S. areolata ¢ P. flavescens.

MATERIAIS E METODOS

1 Stolas areolata

la.  Bioensaio no campo

Para verificar se substincias quimicas presentes no corpo de larvas de §. areolata
conferem protecdo as mesmas, realizamos um experimento no campo, utilizando larvas
congeladas de 3° instar da mariposa noctuidea Spodoptera Jrugiperda como iscas palataveis
para aplicagéo tOpica das substancias. Para o experimento, usamos individuos de C. pinnatifida
provenientes de cultivo na casa de vegetacio do Laboratério de Ecolo gia Quimica.

Para extragdes das substancias de S. areolata das larvas, inicialmente removemos seus
escudos de fezes e, posteriormente, transferimos as larvas para uma mistura de CH,Cl>:H,0 1:1,
para extrair tanto substéncias com afinidade com a 4gua (polares) quanto com afinidade com
diclorometano (apolares ¢ medianamente polares), usando a proporgdo de 10: 1 (volume:peso).
Homogeneizamos as larvas em Politron por dois minutos, ¢ em ultra-som por mais dois
minutos. Deixamos a mistura descansando 3 4°C até a completa separagio das fases aquosa e
diclorometanica (orgénica), filtramos as duas fases, e repetimos mais uma vez o procedimento
de extragdo com a residuo sélido. Separadas as fases orgénica e aquosa, lavamos cada uma das
fases trés vezes; a fase organica foi lavada com agua e a fase aquosa foi lavada com

diclorometano. Tratamos a fase orginica com sulfato de sédio anidro para eliminar tragos de
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dgua e posteriormente reduzimos seu volume em rota-evaporador 4 25°C. O extrato aquoso foi
liofilizado.

Calculamos a quantidade de exirato a ser aplicado em S fiugiperda através da razdo
“peso médio do corpo da larva de S. areolata / peso médio do corpo da larva de S. frugiperda”,
a qual era 5,94. Logo, o extrato proveniente de cada larva de S. areolata era suficiente para ser
aplicado em 5,94 larvas de S. frugiperda.

Depois de reduzir os volumes de ambos os extratos, ressuspendemos o extrato aquoso
em agua e o extrato organico em diclorometano. Determinamos o volume final de cada extrato
de forma que se aplicasse 30 pl do extrato em cada unidade experimental (cada larva de S.
frugiperda.).

Aplicamos as substancias (extrato ou solvente) nas larvas com o auxilio de uma
microseninga de 10pl poucas horas antes de iniciar o experimento. Terminada a aplicagéo,
levamos as larvas imediatamente para o campo onde foram, coladas na superficie abaxial de
folhas das plantas hospedeiras experimentais, de acordo com os tratamentos cada um dos dez

tratamentos descritos abaixo:

1. Larva tratada com o extrato aquoso de larvas de S. areolata.
il Larva tratada com o extrato organico de larvas de S. areolata.
iil. Larva tratada com agua, solvente utilizado para ressuspender o extrato aquoso de

larvas de S. areolata (tratamento controle do extrato aguoso).
iv. Larva tratada com diclorometano, solvente utilizado para ressuspender o extrato
orgénico de larvas de S. areolata (tratamento controle do extrato orgénico).

V. Larva no estado natural, sem a aphcacio de nenhuma substincia.
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No inicio de cada experimento, fizemos um sorteio para determinar os tratamentos para
cada planta hospedeira experimental. Como no desenho experimental utilizado no experimento
de campo descrite anteriormente (Capitulo 1, item 1), um mesmo individuo de planta nunca
esteve submetido ao mesmo tratamento por mais de uma vez. Para obter 20 repeticdes de cada
tratamento utilizamos 20 individuos de C. pinnatifida, que foram submetidos a cada tratamento
em dez periodos experimentais de dois dias cada. Experimentos preliminares indicaram que o
periodo de dois dias era suficiente para expor larvas aos predadores, garantindo a atividade do
extrato e conservacdo das larvas. Realizamos este experimento durante os verdes de 2002 e
2003, porque as populagdes de Cassidinac e seus predadores sio abundantes nesta estagdio
(Nogueira-de-S4 & Vasconcellos-Neto 2003a).

No final de cada periodo experimental verificamos se cada larva estava intacta,
desaparecida ou tinha sofrido ataques (através de marcas de mordidas). Para a anélise
estatistica, registramos larvas que desapareceram com o valor 1 (um) e larvas intactas e
parcialmente atacadas com o valor 0 (zero). A comparagio entre as proporgdes de larvas

atacadas em cada tratamento foi realizada através do teste Q de Cochran como no Capitulo 1.

1b.  Bioensaio em laboratorio

O procedimento para realizar bioensaios com G. gallus jovens foi o mesmo descrito no
Capitnlo 1. Neste caso, as larvas experimentais consistiam de larvas de S. frugiperda
congeladas e tratadas com:

1. Extrato aquoso de larvas de S. areolata.

il Extrato orgénico de larvas de S, areolata.

11, Agua (controle do solvente do extrato aquoso).

iv.  Diclorometano {controle do solvente do extrato orgénico).



89

V. Nenhuma substéncia.
A metodologia de condugfio do experimento e as anéalises estatisticas foram as mesmas

utilizadas no Capitulo 1.

2. Plagiometriona flavescens

2a.  Experimento utilizando larvas vivas

Larvas utilizadas para o experimento a ser descrito & seguir foram obtidas da criaggo de
laboratério (condi¢des descritas na Introdug@io Geral desta tese).

As coldnias de C. crassus foram mantidas no laboratério come descrito no Capitulo 1.
Dois dias antes de realizar o experimento oferecemos 4 coldénia uma larva controle (larva
congelada de 4° ou 5° instar de S. frugiperda). Ofereciamos esta larva ao ninho colocando-a
sobre uma folha da planta hospedeira de P. flavescens, Aureliana fasciculata (Solanaceae). A
folha tinha o peciolo tmerso em um vidro 10 mi com agua e tampado com algodio, para que se
mantivesse fresca durante todo o experimento. Se apés 48 horas a larva de S. frugiperda néo
tivesse sido consumida descartdvamos o experimento; caso contrario o experimento prosseguia
com a introducdo da larva viva de 4° ou 5° instar de P. flavescens também colocada sobre uma
folha de sua planta hospedeira, como acima.

Comparamos as freqiiéneias de larvas mortas e vivas usando o teste do qui quadrado,
considerando como hipdtese nula que as freqiiéncias de larvas mortas ¢ vivas no final do

experimento seria a mesma.

2b.  Similaridade quimica entre larvas e plantas hospedeiras
A metodologia para a extrag@io de lipideos cuticulares foi modificada de Haverty et al.

(1996) e Young & Schal (1997) e consistia em lavar 10 larvas em 1 ml de hexano puro
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(SupraSolv, Merck, Alemanha) durante cinco minutos. Filtramos o extrato em Na» S50, anidro,
e o secamos em fluxo de N3, recuperando o mesmo com 100ul de hexano. Para a extracio da
planta, lavamos 10 folhas frescas em 10 ml de hexano, e usamos o restante do procedimento
similar ao das larvas.

Analisamos as substincias extraidas por cromatografia gasosa-especirometria de massas
por impacto de elétrons usando o aparetho Hewlett Packard 6890% com coluna capilar de silica
fundida HP5-MS® (dimensdes 30 m. X 250 um. X 0,25 um. com recheio de 5% fenil e 95%
dimetilpolisiloxano, Hewlett Packard), acoplado a um detector seletivo de massa Hewlett
Packard 5973°. Condigbes: temperatura de injegiio 250°C; programa de temperatura: 3 min. 3
70°C, de 70°C até 300°C 4 10°C/min., 20 min. 4 300°C; Hélio foi usado como gas carregador a
1 ml/min; energia de ionizagio de 70 eV. Todas as substincias presentes nos extratos foram
identificadas através dos seus padrdes de fragmentacdo e indices de retengdo (calculadas como
em van den Dool & Kratz, 1963), como em Adams (1995). Calculamos a similaridade quimica

entre larva e planta hospedeira usando o indice de Morisita (Wolda 1981).

Ze Bioensaio usando Spodoptera frugiperda em Aureliana fasciculaia

Para testar se formigas seriam capazes de encontrar presas € se estas apresentavam o
mesmo padrdo de hidrocarbonetos cuticulares (HCs) da epiderme da planta onde se
encontravam, realizamos um experimento de dupla escolha usando larvas S, Jrugiperda como
modelo de larva e C. crassus como o modelo de predador. Removemos os hidrocarbonetos
cuticulares das larvas de S. frugiperda de terceiro instar, imergindo-as em hexano por 10
minutos, secando-as em N, e liofilizando-as. Estas larvas foram submetidas aos seguintes

{ratamentos:
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1. Aplicagdo de 50ul do extrato hexanico de A. fasciculata, com a concentragio de

HCs equivalentes a dez larvas de quinto instar de P. flavescens (10x concentrada).

Utilizamos uma concentracio superior a encontrada na larva em situac8o natural para

evitar as perdas que eventualmente pudessem ocorrer na aplicagio da substincia, assim

como na absor¢io de HCs pela cuticula da larva de S. frugiperda.

ii. Aphicagdo de 50ul do extrato hexénico de 4. fasciculata, com a concentragio de

HCs equivalentes a cinco larvas de quinto instar de P. flavescens (5x concentrada).

. Aplicacio de 50ul de hexano somente.

iv. Nenhuma substéncia aplicada.

Realizamos dois diferentes tipos de bioensaio: o experimental, para testar o
comportamento das formigas frente a larvas com a aplicag@io do extrato de A. fasciculata cinco
e 10 vezes concentrado; ¢ o bioensaio controle, para testar o efeito do hexano no
comportamento das formigas.

No bioensaio experimental colamos na superficie adaxial de uma folha de 4. fasciculata,
uma larva com a aplicac@io do extrato (cinco ou 10 vezes concentrado) e uma larva com hexano
aplicado. O peciolo da folha foi colocado em um vidro de 10 ml com 4gua e tampado com
algoddo. Colocamos este sistema no centro da arena de alimentacio de C. crassus e invertemos
a posicio das larvas tratadas com extrato e com solvente nas diferentes repeticbes do
experimento, evitando o efeito da localizag3o das presas pela sua posicéo na folha. Observamos
o comportamento das formigas ¢ depois que uma das larvas tivesse sido encontrada pela
primeira vez pela(s) formiga(s), contamos o niimero de formigas em contato com cada uma das

larvas no final de cada minuto, durante 30 minutos. Este registro representava a contagem do
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nimero instantineo de formigas em contato com cada larva no final de cada minuto e nio a
contagem cumulativa durante o minuto inteiro.

Calculamos o Indice de Recrutamento (IR} de formigas nos bioensaios experimentais,
como a porcentagem de formigas em contato com a larva em que foi aplicado o extrato {LE) em
relagdo com o total de formigas recrutadas tanto para LE quanto para as larvas em que foi
aplicado hexano (LH): IR =[LE /(LE + LH)] x 100

Nos bioensaios controle, o IR foi calculado como a porcentagem de formigas em contato
com a larva em que foi aplicado hexano (LH) em relaciio com o total de formigas recrutadas
tanto para LH quanto para as larvas em que nfo foi aplicado nenhuma substancia (LN): IR =
[LH/(LH + LN)] x 100.

Comparamos os IRs de larvas com aplicagdio de extrato cinco vezes concentrado, com

aplicagfo de extrato dez vezes concentrado e do controle através do teste Kruskal-Wallis.

RESULTADOS

1. Stolas areolata
la.  Experimento de campo
Nao encontramos diferenca significativa no desaparecimento de larvas de S. frugiperda

submetidas a cada um dos cinco tratamentos testados (Q= 0,34; g.l.=4;p=0,99, Figura 2.1).
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16.  Bioensaio em laboratorio
No bioensaio com G. galius, verificamos que larvas de S. frugiperda tratadas com
extrato organico foram significativamente menos predadas do que larvas submetidas aos demais

tratamentos {3° = 30,15; p< 0,001; Figura 2.2).

2. Plagiometriona flavescens

2a.  Experimento utilizando larvas vivas

Durante os bioensaios observamos que formigas caminhavam e antenavam sobre as
larvas de P. flavescens e pareciam nfio notar a presenga da presa. As larvas raramente foram
predadas pelas formigas (somente 6,67%, n = 30), e a fregiiéncia daquelas que sobreviveram ao
bioensaio foi significativamente maior do que as que morreram (x°= 22,53; p< 0,001; n = 30).
Observamos também que P. flavescens se movimentou pouco durante os bioensaios, sendo que
na maioria dos casos ndo houve mudanca da posi¢@o das larvas na folha durante as 24 horas de

bioensaic.

2b.  Similaridade quimica entre larvas e plantas hospedeiras
Os extratos hexinicos das folhas de A. fasciculata ¢ larvas de P. flavescens
apresentavam principalmente n-alcanos alifaticos e ramificados, com um alto indice de

similaridade entre eles (78%) (Tabela 2.1).
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2e. Bioensaio usando Spodoptera frugiperda em Aureliana fasciculata

Larvas de S. frugiperda com a aplicacio de extratos de HCs da folha (cinco vezes ou
dez vezes concentrados) raramente foram contatadas pelas formigas (Figura 2.3). Encontramos
diferencas significativas entre os IRs para larvas com os extratos cinco ou dez vezes

concentrados ¢ para o controle (U= 15,18, p=0,001; gl=2; n= ).

DISCUSSAQ

Neste capitulo foi demonstrado pela primeira vez que larvas de Cassidinae se defendem
utilizando substincias quimicas presentes em seu corpo. Até o momento, o papel dessas
substancias na defesa de larvas de Cassidinae s6 havia sido demonstrado para aquelas presentes
nos escudos de fezes (por ex., Gémez ef al. 1999; Vencl et al 1999; capitulo 1 desta tese).
Conforme foi discutido no Capitulo 1, apesar de ambas as especies estudadas apresentarem
escudos de fezes, concluimos que esta estrutura parece ser eficiente em proteger somente larvas
de P. flavescens. Portanto, os exemplos de defesa quimica, apresentados neste capitulo, podem
representar uma protegdo alternativa contra predadores que sio capazes de atacar as larvas
independentemente de outras estratégias que as larvas utilizem, como a presenca dos escudos no

caso de P. flavescens.

L Stolas areolata

Atraves dos bioensaios de laboratério utilizando G. gallus jovens como modelo de
predador, foi possivel verificar que substancias presentes no extrato orgénico de larvas de §.
areolata as tornam impalataveis para esta ave. Em bioensaios semelhantes, porém oferecendo-
se larvas vivas de S. areolata para G. gallus, verificamos que estas larvas eram rejeitadas por

este predador independentemente da presenca do escudo de fezes (veja capitulo 1). Resultado
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semelhante foi encontrado oferecendo-se larvas vivas para formigas Camponotus crassus (veja
capitulo 1): em comparagéo com larvas sem escudo, apesar de mais larvas com escudo terem
sobrevivido ao bioensaio, verificamos que menos que 20% das presas foram consumidas pelas
formigas. Os resultados dos bioensaios com larvas vivas sugeriram que oS compostos
defensivos mais eficientes em proteger as larvas estdo no seu corpo € n3o no escudo de fezes.
Através do presente trabalho, pudemos confirmar essa sugestdo, mostrando que essas
substancias sdo as responsavels por tornar larvas impalataveis para os G. gallus jovens.
Entretanto, no caso de S. areolata, os resultados obtidos no expenimento de campo nio
demonstraram que as substincias quimicas presentes no corpo de larvas s@o capazes de reduzir
sua predacdo. Pelo fato das larvas de S. frugiperda, submetidas a todos os tratamentos
colocados em plantas desprotegidas contra predadores, terem sido consumidas em freqiiéncias
similares, pode-se concluir que as substincias presentes em ambos os extratos (orginico e
aquoso) ndo sdo impalataveis aos predadores do local onde foi realizado o experimento. Este
resultado n3o corresponde ao que era esperado ndo sé devido ao fato dos compostos presentes
no extrato orgénico terem apresentado atividade contra predagiio por G. gallus jovens em
bioensaios de laboratdrio, como também por caracteristicas das larvas desta espécie, que sio
aposematicas, € apresentam o comportamento de liberarem um liquido pela boca quando
perturbadas. Esse regurgito provavelmente € constituido por substéncias provenientes da planta
hospedeira, que ainda ndo foram digeridas, ¢ é considerado um reflexo defensivo, nfo sé em
muitos Chrysomelidae, como também em outros insetos como gafanhotos e larvas de
Lepidoptera (Pasteels er al. 1988b). Portanto, mesmo que §. areolata ndo seja capaz de
biossintetizar ou seqiiestrar substancias defensivas, o fato de regurgitarem pode indicar que
compostos impalatdvels presentes na planta hospedeira sejam capazes de proteger as larvas

enquanto estiverem passando pelo corpo das mesmas (Bowers 1992; Blum 1994; Pasteels ef al.
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1994).  Insetos impalatdveis freqilentemnente exibem determinadas caracteristicas para
advertirem suas qualidades desagradaveis aos predadores (Bowers 1980; Schuler & Hesse 1985;
Bowers 1992). Schuler & Hesse (1985) demonstraram que G. gallus apresenta ataque inibido e
consome menos presas se estas t€m colorag@io amarela e preta em comparacdo com presas
verde. Desta maneira, ¢ possivel sugerir que a coloragio amarela das larvas de S. areolata e a
presenca dos escudos de cor preta indiquem aposematismo aoé predadores . Outras
caracteristicas de larvas e adultos de insetos impalatéveis e que sio observadas em . areolata
s80 o habito gregario e localizacc na superficie adaxial da folha da planta hospedeira (Bowers
1980). Durante os instares iniciais, as larvas de 5. areolata apresentam o hébito gregario € entre
0 penultimo ¢ ultimo instares de desenvolvimento, as larvas apresentam o comportamento de
permanecer na superficie adaxial da folha (Nogueira-de-Sé & Vanconcellos-Neto 2003b).

O resultado inesperado do experimento de campo pode estar relacionado com a
comunidade de predadores de larvas presentes no local, que sio capazes de consumir as larvas,
apesar da presenca de substincias defensivas. Algumas razdes podem ser mencionadas para
explicar por que substéncias impalataveis nfio protegem as presas de um determinado local. A
primeira, que foi demonstrada por Miiller & Hilker (2003), Olmstead & Denno (1993) e em
outros trabalhos citados no segundo artigo, é que um tipo particular de defesa nio proporciona
uma protegdo completa contra toda a diversidade de predadores generalistas que ocorrem em
sistemas naturais. No caso das defesas quimicas, Pasteels & Rowell-Rahier (1991)
mencionaram que a quantidade de compostos defensivos encontrados em um determinado
besouro varia amplamente entre diferentes espécies ¢ a toxicidade também varia de acordo com
a natureza do alvo, explicando a raziio pela qual determinados compostos podem ser eficientes
contra um determinado predador, mas nio contra outro. Tanto em Muller & Hilker (2003}

quanto em Olmstead & Denno (1993) os autores verificaram em diversos exemplos com
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Chrysomelidae que escudos de fezes de uma determinada espécie de besouro poderia ser uma
eficiente protegdo contra certos predadores, enquanto que outros predadores eram capazes de
consumir a mesma espécie de larva, ignorando az presenca do escudo. Segundo Olmstead
(1996) estratégias de defesa ndo podem ser “melhoradas™ de forma a serem eficientes contra
uma maior variedade de predadores e reduzirem o impacto dos mesmos por trés motivos: 1. as
defesas que sdo observadas em uma espécie sfo o resultado de um balango de custos e
beneficios (eficidénecia na protecho), 2. a evolucio das estratégias de defesa é limitada por
caracteristicas morfoldgicas, ecoldgicas e¢ genéticas da espécie, ¢ 3. predadores podem se
adaptar as defesas, tornando-as muteis. Em alguns casos, predadores utilizam a experiéncia de
um contato prévio com a presa e passam a usar seus compostos defensivos como pistas
quimicas. O caso do sirfideo Parasyrphus nigritarsis que € atraido por volateis das secregdes
de suas presas, Phratora vitellinae e Linaeidea aenea (ambos Chrysomelidae), ¢ um exemplo
desta situaciio (Kopfer al. 1997)

A segunda razdo pela qual substincias impalatdveis podem nfio proteger as larvas € a
variagio temporal do risco de ataque. Segundo Root & Messina (1983) e Olmstead & Denno
(1993), durante a menor oferta de presas os predadores sio mais insistentes no seu ataque e
menos detidos pelas defesas da presa. Considerando que os experimentos foram realizados no
verdo, época de maior abundincia de insetos, essa razdo € menos provavel. Entretanto, como
ndo conhecemos completamente os predadores de S. areolata, essa hipotese ndo deve ser
descartada.

Portanto, o que pode ser sugerido € que larvas de S. areolata apresentam substincias
impalataveis, como demonstrado nos bioensaios com G. gallus, entretanto tais substincias nfo
sdo eficientes contra a comunidade de predadores presentes no Parque Estadual Intervales (area

de estudo), que parece ser constituida principalmente por aracnideos, como foi mencionado no
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capitulo 1. Devido aos resultados dos bioensaios no laboratério usando G. gallus, seria
esperado que, se aves insetivoras fossem abundantes no local, estas exerceriam uma presséo
forte contra larvas e o resultado do experimento poderia ser diferente. Provavelmente neste
local outros grupos de predadores, que nfo aves, sio mais influentes, e outras estratégias, como
o gregarismo, podem funcionar mais efetivamente.

Um outro aspecto importante e que nfo foi possivel ser testado através do experimento
de campo, era verificar se as substincias presentes nas larvas tém outras funcdes, além da
protecdo confra predadores. Pasteels er al. (1988b) chamam a atengiio que a maioria dos
trabalhos sobre o papel dos compostos defensivos enfatizam somente predadores como os
inimigos naturais alvos dessas substincias. Esses autores citam o exemplo da protecio contra
parasitéides e microorganismos (como bactérias e fungos), pois néo se sabe se tais substincias
também apresentam atividade contra esses organismos. Raupp ez al. (1986), Hilker (1989) e
Schindek & Hilker (1996) verificaram que as secrecdes de quatro espécies de Chrysomelinae
eram capazes de reduzir a alimentagfio e oviposicio de conspecificos ou de outros herbivoros
que utilizavam a mesma planta hospedeira. Portanto, no presente trabalho nfio foi possivel
concluir se os compostos quimicos de S. areolata teriam algum papel para as larvas, que niio

fosse protegé-las contra predadores.

2. Plagiometriona flavescens

P. flavescens apresentou uma estratégia de defesa utilizando seus HCs cuticulares.
Dettner & Liepert (1994) em sua revisio sobre camuflagem quimica, apresentaram alguns
exemplos de estratégias utilizadas por organismos para aumentar o acesso a alimento, parceiros
sexuais e outros recursos importantes, muitas vezes através de HCs. Entretanto, a funcio

defensiva de hidrocarbonetos niio é comum. Espelie ef al. (1991) sugeriram que a similaridade
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quimica entre insetos herbivoros e suas plantas poderiam funcionar como uma estratégia
defensiva contra predadores e parasitdides, e que compostos constituintes da cuticula seriam
responsaveis por esta protegio. Portugal (2001) verificou que larvas da borboleta Mechanitis
polymnia apresentam o seu padrdo de HCs cuticulares similar ao da sua planta hospedeira,
Solanum tabacifolium, sendo camufladas quimicamente contra formigas.

Neste capitulo o comportamento de C. crassus e a similaridade quimica de larvas de P.
flavescens com sua planta hospedeira comprovaram a sugestio de Espelie et al. (1991). Os
resultados apresentados demonstraram que além de imaturos de Lepidoptera, larvas de uma
ordem diferente de insetos, Coleoptera, também podem se defender de predadores através da
similaridade quimica com a planta hospedeira.

Considerando que a comunicagio entre formigas é bastante especifica (Holldobler &
Wilson 1990), pode-se sugerir que a estratégia apresentada pelos organismos capazes de se
esconder quimicamente de formigas seja bem desenvolvida. Entretanto, se formigas sio
sensivels o bastante para discernir diferencas relativamente pequenas na configuragio de uma
molécula (Holldobler & Wilson 1990), poderia se esperar que apesar da similaridade da
composi¢do cuticular das larvas e folhas ser relativamente alta, as pequenas diferencas na
composicdo de HCs poderiam ser reconhecidas por C. crassus. No entanto, sabe-se que a
especificidade e precisdo da comunicagio entre formigas ocorrem devido 2 utilizagho de
misturas de feromdnios, ¢ em muitos casos ja foi verificado que somente um ou alguns
componentes da mistura funcionam como o estimulo chave, iniciando a resposta, enquanto que
os demais componentes t€m a funcio de acrescentar especificidade 4 comunicagio (Holldobler
& Wilson 1990). Desta forma ¢ possivel que a protecio de larvas de P. flavescens seja devido a
presenca de determinados compostos que ndo permitem o reconhecimento da presa pela

formiga, ac invés da composicdio total de sua cuticula. Como nfio se conhece o mecanismo
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fisiolégico do reconhecimento quimico das formigas, nio é possivel concluir se a alta
similaridade entre larvas e folhas da planta hospedeira seja mais importante do que a presenca
de determinados compostos,

Como foi verificado no capitulo anterior, larvas de P. flavescens também apresentam o
escudo de fezes, o qual pode ter importfncia para a defesa da larva contra predadores.
Entretanto, conforme também foi discutido no capitulo anterior e por Olmstead & Dermo
(1993), o escudo nfo representa uma defesa completa contra inimigos naturais j& que para
alguns dos mesmos esta nio representa uma barreira eficiente. Portanto, o mimetismo quimico
representa uma estratégia complementar utilizada por larvas contra predadores quimicamente
orientados, como as formigas, importantes inimigos naturais de Chrysomelidae (Pasteels et al.
1988b; Olmstead 1996).

De acordo com Portugal (2001) esta estratégia de defesa através de HCs pode ser
considerada tanto mimetismo quanto camuflagem, dependendo do conceito considerado.
Entretanto, no caso do sistema Aureliana — Plagiometriona - Camponotus, o conceito de Endler
(1981) de Batesismo ¢ o que melhor define a situagio estudada. Desta forma, a ineficiéncia de
C. crassus em reconhecer as larvas de P. flavescens depende da similaridade a um objeto
especifico ou a uma espécie, no caso a composigio quimica das folhas da planta hospedeira.
Esse erro por parte das formigas influencia a dinimica populacional e/ou evolugdo do modelo (a
planta) porque se as larvas néo sio predadas, o consumo de folhas aumenta, afetando a aptidao
da planta.

O comportamento de P. flavescens também é um aspecto importante que favorece o
Batesismo: as larvas apresentam pouca movimentagio, o que evita que sejam encontradas pelas

formigas. Sendo esta uma caracteristica da espécie, surge a necessidade de se investigar a
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origem de tais HCs na larva. Considerando que P. flavescens consome diversas espécies de
Solanaceae (Buzzi 1988; Nogueira-de-S& & Macédo 1998) e se caso os HCs sejam obtidos da
planta hospedeira (seqiiestradas), seria interessante investigar também se as larvas apresentam
tal estratégia em qualquer espécie de planta que consumam.

Portugal (2001) sugeriu, para o caso de Mechanitis polymnia, que esta estratégia
representa uma dupla vantagem adaptativa para as lagartas. A primeira € a protecdo contra
predaciio, e a segunda € que, escondendo-se quimicamente, as larvas nfio precisam alterar seu
comportamento de forrageamento. Para P. flavescens ambas as vantagens também beneficiam
as larvas.

Finalmente, é interessante notar a diversidade de estratégias de defesas quimicas
apresentadas por larvas. Mesmo defendendo-se através de substincias, cada uma das espécies
estudadas apresentou uma estratégia diferente nfio sé em relagfo & composigéo, como também
em relagfio ao seu modo de liberac8io e predador alvo. Além disso, considerando-se que em
uma seqiiéncia completa de predagdio, uma presa deve ser detectada, atacada, capturada,
subjugada e consumida pelo predador (Chai 1990), ambas as larvas ainda se diferem por
interromperem o processo de predacio em estagios diferentes. Enguanto que compostos
quimicos defensivos de larvas de P. flavescens interrompem a predagio ainda na detecgdio da
presa, para S. areolata os compostos s6 se mostraram eficientes no pentltimo estagio da
seqiiéncia mencionada. Desta forma, seria importante investigar futuramente a origem dos
compostos utilizados pelos besouros e tentar relacionar os compostos quimicos empregados € os

inimigos naturais alvo.
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Tabela 2.1 Resultados da analise em CG-EM de hidrocarbonetos cuticulares de folhas de

Aureliana fasciculata e de larvas de quinto instar de Plagiometriona flavescens.

Substancia IR M Folhas Larvas
C2iHua 2100 296 0,97
CaoHye 2200 310 1,20
Costag 2300 324 1,76
CasHso 2400 338 4,49
CasHsp 2500 352 0,60 5,90
CaHs4 2600 366 9,67
C27H56 2700 380 4,83 13,78
CasHss 2800 394 240 12,06

Esqualeno 2837 410 0,80 5,70

ARNI*1 2867 ? 0,74
CaoHgg 2900 408 9,14 15,19
CsoHez 3000 422 3,11 10,12

ARNI*2 3054 7 32,67 3,97
C31Hgs 3100 436 16,85 7,94

ARNI*3 3158 7 4,24
C3aHgs 3200 448 393 3,50

AR NI*4 3225 ? 1,20

ARNIS5 3238 9 6,13 1,98

ARNPFF6 3270 7 10,16 1,75

ARNIE7 3337 2 3,17

# Alcano ramificado nio identificado.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho sugerem que experimentos de longa duracio devem ser
considerados quando se quer avaliar o efeito de uma determinada estrutura na
sobrevivéncia do organismo. No caso dos escudos de fezes, como estes estdo presentes
sobre o corpo da larva durante todo o seu desenvolvimento, ¢ importante que as
investigacdes sobre esta estrutura sejam realizadas durante todo este periodo. Larvas
podem ser mais susceptiveis & agio de inimigos naturais ou doengas provenientes do
escudo em qualquer um dos diferentes instares de desenvolvimento. Como na maioria dos
casos nao se conhecem os principais inimigos naturais dos organismos e em que €poca sdo
mais influentes ou se existe um outro fator de mortalidade importante a ser considerado,
torna-se importante que seja avaliada a sobrevivéncia da larva durante todo o seu
desenvolvimento. Além disso, nfo existem trabathos que tenham tratado da protecfio das
larvas de nenhuma espécie de Chrysomelidae contra parasitéides, microorganismos, ou
contra fatores abiGticos. Portanto, a falta destas informagdes também reforca a importancia
de experimentos de longa duraco.

De acordo com os resultados dos experimentos de longa durag¢fio apresentados nesta
tese, o escudo de fezes de P. flavescens mostrou ser eficiente na protecdo de larvas contra
predadores. Esta estrutura também nio apresenta nenhum custo para sua manutengio,
refletido na sobrevivéncia ¢ desempenho das larvas. Além disso, experimentos curtos em
laboratério demonstraram que esta estrutura pode ser também potencialmente impalativel

Por outro lado, a manutengfio do escudo de fezes em S. areolata parece ser custosa

para larvas. Se considerassemos somente os resultados do experimento longo de campo,



107
seria possivel sugerir que substincias quimicas presentes no escudo poderiam estar
funcionando como cairomdnios e atraindo predadores, como j& havia sido demonstrado
para outras espécies (Miiller & Hilker 1999; Schaffner & Miiller 2001). Entretanto, como
estes mesmos resultados foram ainda mais marcantes no experimento longo de laboratério,
na auséncia de predadores, pode-se concluir que o proprio escudo seja o causador da
mortalidade de S. areolata por razdes desconhecidas, nio relacionadas com predaciio. Uma
das explicacles provaveis para a manutencio dos escudos, apesar dos efeitos adversos
amostrados, seria que esta estrutura poderia atuar na proteg@io contra fatores abidticos. Isto
ainda precisa ser testado.

Em resumo, apesar dos escudos terem sido demonstrado em diversos trabalhos como
uma estrutura de funcdo de defesa contra predadores, estes podem influenciar a
sobrevivéncia das larvas de duas maneiras: 1. eficientes em proteger larvas contra ataques
dos predadores, 2. influenciar negativamente, ainda que de forma desconhecida, a
sobrevivéncia das larvas. .

Hsiao & Windsor (1999) apresentaram filogenias preliminares de Hispinae (que
inclui Cassidinae), mostrando que espécies mais primitivas utilizam Monocotileddneas ou
plantas que ndo apresentam caracteristicamente defesas quimicas e as mais derivadas
Dicotiledoneas (Asteraceae, Boraginaceae, Convolvulaceae ¢ Solanaceae) que
caracteristicamente contém compostos quimicos considerados impalatdveis ou tdxicos.
Além disso, esses autores mostraram que espécies de grupos mais derivados pdo
apresentaram escudos ou estes eram formados somente por extvias. Este fato pode indicar
que em algumas espécies a presenca do escudo representa um custo e portanto a habilidade

de juntar fezes ou qualquer tipo de escudo deve ter sido perdida, sugerindo a evoluglo de
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uma estratégia defensiva alternativa (p.e. seqiiestro de substincias quimicas da planta
hospedeira) para a proteggo contra inimigos naturais ou fatores abiéticos.

Edmunds (1974) e Begon et al. (1990) mencionaram que presas desenvolvem
mecanismos de defesa e predadores desenvolvem mecanismos para ultrapassar essas
defesas. Como a adaptagio de predadores as defesas de suas presas nio € imcomum e cada
espécie de presa pode ser consumida por diferentes especies de predadores, com diferentes
metodos de ataque. Isto leva a que diferentes animais apresentem diversos mecanismos de
defesa. Os resultados que obtivemos nesta tese reforcam o fato que um determinado tipo
de defesa néo € suficiente contra todos os tipos de inimigos naturais que interagem com
uma determinada espécie. A camuflagem quimica de P. Slavescens e a presenca de
substancias impalataveis no corpo de S. areolata sio exemplos de estratégias alternativas
que larvas de Cassidinae podem apresentar.

Neste trabalho, investigamos diferentes estratégias de defesas quimicas das duas
espécies estudadas. Portanto ainda é possivel que larvas apresentem outras estratégias nio
relacionadas & presenga de compostos. Plagiometriona Sflavescens apresenta coloragiio
criptica e 5. areolata apresenta gregarismo, entre outras caracteristicas nio testadas na
protecdio contra inimigos naturais. E interessante notar que mesmo especies tio proximas
taxonomicamente podem apresentar estratégias diferentes contra predagdo. NHo se sabe o
quio diferente pode ser a riqueza de inimigos naturais de P. flavescens em comparacio
com S. areolata. B possivel que a utilizagdo de estratégias de defesa reflita a pressio dos
predadores mais freqiientes. A utilizagio de plantas hospedeiras diferentes, especialmente
quimicamente, pode ser um fator que leve a diferenciacio de estratégias de defesa de cada

espécie e dos inimigos naturais de cada espécie. Ainda pode-se se esperar que a
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importincia de cada estratégia deva variar, uma vez que em localidades diferentes a
pressdo por tipos diferentes de predadores também varia. De qualquer forma, € certo que
ambas as espécies utilizam estratégias distintas contra predadores ¢ o conhecimento sobre
os fatores que levam a essa variagdio seria um passo importante no entendimento da

ecologia entre insetos herbivoros e seus inimigos.
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