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RESUMO

A grande diversidade de insetos fitofagos gera uma forte pressdo de herbivoria em
plantas, as quais respondem através de diversas formas de defesas. Essas defesas podem
ser diretas ou indiretas. As defesas indiretas ou bidticas envolvem a intera¢do com o
terceiro nivel tréfico, isto €, inimigos naturais dos herbivoros, como predadores e
parasitoides. Esses inimigos naturais usam diversas pistas para encontrar suas presas.
Dentre estas, encontram-se pistas visuais e pistas quimicas emitidas tanto pela planta
quando atacada, como pelo préprio herbivoro quando se alimenta da planta. Nesse
trabalho, nds investigamos quais sdo os sinais quimicos usados por vespas predadoras e
parasitoides para encontrar larvas da borboleta Ascia monuste orseis (Pieridade: Pierinae)
quando hdspede de folhas de Eruca vesicaria sativa (Brassicaceae). Testamos o0s sinais
quimicos emitidos por folhas intactas, folhas atacadas pelo herbivoro e fezes do herbivoro.
Verificamos que vespas predadoras forrageiam significativamente mais quando os sinais
quimicos sdo produzidos pelas fezes das larvas de 4. monuste enquanto a vespa parasitoide
Cotesia glomerata (Hymenoptera: Braconidae) sdo significativamente mais atraidas pelos
sinais quimicos produzidos pelas folhas atacadas pelo herbivoro. Os principais compostos
volateis emitidos pelas folhas atacadas pelo herbivoro e pelas fezes sdo os derivados de
glicosinolatos: 4-tiometil-butil-isotiocianato e 5-tiometil pentanonitrila, respectivamente.

Esses resultados podem ser interpretados a luz da teoria da detectabilidade-
confiabilidade de sinais quimicos usados por inimigos naturais. Vespas predadoras devem
procurar sinais confiaveis que indiquem a presenga do herbivoro. Esses sinais seriam
fornecidos pelas fezes. Entretanto a vespa parasitoide estudada busca um habitat para o
desenvolvimento de sua prole, representado pela planta hospedeira onde as larvas com seus

ovos vao desenvolver.
Palavras-chave: Brassicaceae, Cotesia glomerata, pistas quimicas, interacao tritrofica,

vespas parasitoides, vespas predadoras, Vespidae, 4-tiometil-butil-isotiocianato, 5-tiometil

pentanonitrila.
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ABSTRACT

The great diversity of phytophagous insects generates strong pressure of herbivory
on plants, which have evolved various defensives strategies. These defenses can be direct
or indirect. The indirect defenses involve interaction with the third trophic level, i.e.,
natural enemies of herbivores, such as predators and parasitoids. These natural enemies use
various cues to find their prey. Among these, there are visual cues and chemical cues
issued either by the plant when attacked, or by the herbivorous when feeding on the plant.
In this paper we investigate what are the chemical signals used by predatory wasps and
parasitoids to find the butterfly larvae Ascia monuste orseis (Pieridade: Pierinae) on the
leaves of the host plant Eruca vesicaria sativa (Brassicaceae). We tested the chemical
signals emitted by intact leaves, leaves attacked by the herbivore and herbivore feces. We
found that significantly more predatory wasps forage when chemical signals are produced
by feces of larvae of A. monuste, while wasp parasitoid Cotesia glomerata (Hymenoptera:
Braconidae) are significantly more attracted by chemical signals produced by the leaves
attacked by the herbivore. The major volatile compounds emitted by the leaves attacked by
herbivore and feces are derivatives of glucosinolates 4-thiomethyl-butyl-isothiocyanate and
5-thiomethyl pentanenitrile respectively.

These results can be interpreted by the theory of reliability-detectability of chemical
signals for natural enemies. Predatory wasps should seek reliable signals that indicate the
presence of the herbivore. These signs would be provided through feces. But the wasp
parasitoid search habitat for the development of their offspring, represented by host plant

where the larvae will develop their eggs.
Key-words: Brassicaceae, Cotesia glomerata, chemical cues, tritrophic interaction,

parasitoid wasps, predatory wasps, Vespidae, 4-thiomethyl-butyl-isothiocyanate, 5-

thiomethyl pentanenitrile.
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INTRODUCAO

A classe Insecta ¢ um dos grupos taxonomicos mais diversos no planeta, com mais
de um milh&o de espécies descritas, sendo que cerca da metade das espécies apresenta o
habito herbivoro (Schaller 2008). Deste modo, a pressdo de herbivoria em comunidades
naturais deve ser intensa, levando a uma reducéo no crescimento e na reproducgéo de plantas
individuais (Coley 1983, Crawley 1989). Nesse contexto, a persisténcia das plantas face a
pressao de herbivoria, se deu por meio da evolugdo de uma diversidade de mecanismos de
defesas, incluindo entre essas, defesas quimicas e mecanicas (Agrawal 2007, Schaller
2008). Esses mecanismos de defesa podem ser constitutivos, se estdo presente
independente do ataque de herbivoros (Wittstock & Gershenzon 2002) ou induzidos,
quando sdo ativados apds o consumo de partes das plantas pelos herbivoros (Agrawal
1999). Além disso, esses mecanismos podem ser classificados em diretos, caso haja um
efeito negativo na escolha da planta hospedeira e/ou no sucesso reprodutivo dos herbivoros,
ou indiretos (=bidticos), se os herbivoros sdo afetados negativamente pela associagio das
plantas com outros organismos (Price et al. 1980, Schaller 2008, Heil 2008).

Diversos mecanismos envolvidos em defesas diretas de plantas podem afetar
negativamente o desempenho dos herbivoros. Por exemplo, as plantas podem apresentar
caracteristicas morfologicas, tais como dureza foliar e presenca de tricomas ndo glandulares
e/ou substancias do metabolismo secundario, como alcaloides, terpenos e compostos
fendlicos, que afetam negativamente o crescimento e a sobrevivéncia dos herbivoros
(Moran & Hamilton 1980, Coley 1983, Agren & Schemske 1993). Dureza foliar e
quantidade de fibras estdo negativamente associadas a herbivoria, pois fibras dificultam a
digestdo e apresentam componentes de baixo valor nutricional, como por exemplo, a

celulose (Coley 1983, Wright ef al. 2004, Schoonhoven ef al. 2005). Os tricomas nao



glandulares, por sua vez, podem atuar como estruturas que limitam o contato ou a
mobilidade de herbivoros na superficie foliar (Dalin et al. 2008). Caracteristicas
morfologicas e quimicas de defesa sio combinadas em tricomas glandulares, que além de
atuarem como uma barreira fisica, apresentam substancias como terpenos, alcaloides e
compostos fenolicos, que podem ser tdxicos, repelentes ou adesivos (Duffey 1986, Becerra
et al. 2001).

As caracteristicas morfoldgicas e quimicas das plantas também podem atuar por
meio da mediagdo das interagdes indiretas entre plantas e inimigos naturais do terceiro
nivel tréfico (predadores e parasitoides), reduzindo entdo a pressdo de herbivoria (Price et
al. 1980, Dicke et al. 1990, Heil 2008). Exemplos classicos dessas defesas indiretas
envolvem o mutualismo obrigatorio entre formigas e plantas mirmecofitas (Janzen 1966,
Davidson & McKey 1993). Essas plantas possuem estruturas morfoldgicas especializadas,
conhecidas como domadceas, que sao utilizadas por formigas como local para abrigo e
estabelecimento de colonias (Bruna et al. 2008). As formigas residentes, por sua vez,
defendem suas plantas hospedeiras contra o ataque dos herbivoros (Fonseca 1994). A
deteccdo das plantas hospedeiras pelas formigas pode ocorrer mediante estimulos
mecanicos provocados pelos herbivoros sobre as plantas ou pela deteccio de volateis
emitidos pelas folhas danificadas (Bruna et al. 2004). Diversos outros predadores, como
aves (Van Bael ef al. 2003), besouros (Royer & Boivin 1999), acaros (Dicke & Sabelis
1987), aranhas (Morais-Filho & Romero 2010) e vespas predadoras (Richter 2000) utilizam
caracteristicas morfologicas ou quimicas das plantas para o encontro de suas presas,
reduzindo a agdo dos insetos herbivoros.

Os mecanismos de defesas indiretos mediados por vespas predadoras e parasitoides

tém sido bem investigados em sistemas agricolas (Lewis & Martin 1990, Smith 1996). O



uso de vespas parasitoides no controle de pragas agricolas é bem conhecido em culturas de
poaceas como o milho (Zea mays) e a cana de agucar (Saccharum spp.) (Smith 1996),
enquanto que a presenca de vespas predadoras tem sido associada a diminui¢ao de danos
causados por herbivoros em culturas de café (Gravena 1983) e de brassicaceas (Gould &
Jeanne 1984, Picango et al. 2010). Nas culturas de brassicaceas, os efeitos negativos de
vespas predadoras sobre herbivoros sdo encontrados principalmente sobre larvas de
lepiddpteros. As vespas podem predar as larvas reduzindo a densidade das populagdes
desses herbivoros ou alterar o comportamento de forrageio das larvas (Stamp & Bowers
1988). Sob o risco de predagao, as larvas podem alteram o comportamento e, como
resultado, reduzem sua sobrevivéncia, devido a fatores como reducéo na alimentagio,
exposi¢do a condigdes climaticas adversas e utilizagao de refigios em locais com condi¢des
abidticas, como temperatura, inadequada para o desenvolvimento (Stamp & Bowers 1988).
Esses efeitos indiretos também podem contribuir para o decréscimo das populagdes de
lagartas pragas de culturas (Stamp & Bowers 1988). Desse modo, vespas predadoras e
parasitoides podem ter um papel fundamental tanto no manejo de pragas quanto na reducéo

da herbivoria em sistemas naturais.

1. Uso de sinais por inimigos naturais

De maneira geral, esses inimigos naturais de herbivoros usam sinais deixados por
estes ou por suas plantas hospedeiras, para detectar o seu recurso alimentar (e.g. Rains ef al.
2004). Sinais ambientais sdo de crucial importancia aos predadores e parasitoides que
vivem em habitats heterogéneos e dependem da deteccdo e captura de presas para a
sobrevivéncia e sucesso reprodutivo (Heinrich 1984, Unsicker et al. 2009). As vespas

sociais, por exemplo, buscam diversos tipos de recursos que sdo utilizados tanto para a



alimentacdo (por exemplo, agua, carboidratos e proteinas), quanto para a construcio de
ninhos (por exemplo, agua e fibras vegetais) e pistas ambientais sdo importantes para o
encontro desses recursos (Richter 2000). Vespas predadoras e parasitoides utilizam dois
tipos basicos de pistas ambientais, as visuais e as quimicas (Richter 2000, Fischer et al.
2001). Dentre as pistas visuais existem as emitidas por folhas consumidas pelos herbivoros
(Heinrich 1984, Cornelius 1993), bem como o sinal visual da prdpria presa (Turlings et al.
1993, Richter 2000). As pistas quimicas abrangem os volateis emitidos pelas folhas que
sofreram dano pelo herbivoro (Cornelius 1993, Turlings et al. 1995), pela cuticula dos
insetos herbivoros (Roux ef al. 2007), pelas pegadas dos herbivoros (Rostas & Wolfling
2009) e por sinais quimicos provenientes das fezes dos herbivoros (Jones et al. 2002, Weiss
2003). Alguns autores reportaram que as fezes t€ém um importante papel na atragdo de
inimigos naturais de herbivoros, podendo atrair parasitoides especialistas (Eller ez al. 1988)
e generalistas (Agelopoulos ef al. 1995), e uma gama de outros predadores como besouros
(Royer & Boivin 1999), nematoides entomopatogénicos (Grewal et al. 1994) e formigas

(Miiller & Hilker 1999).

2. Classificacio dos tipos de pistas quimicas

As pistas quimicas, emitidas pelas plantas, fezes e herbivoros, utilizadas por
predadores e parasitoides sdo denominados infoquimicos (Dicke & Sabelis 1988). Os
infoquimicos sdo definidos como compostos que, em um contexto natural, transmitem
informagdes dentro de uma interagdo entre dois individuos, causando no receptor do sinal
respostas fisioldgicas ou comportamentais que sdo adaptativas para um ou ambos 0s
individuos (Dicke & Sabelis 1988). Dentro do contexto das interagdes tritroficas

envolvendo planta-herbivoro-inimigo natural, os infoquimicos sdo transmitidos e recebidos



por individuos de espécies distintas e sdo conhecidos como aleloquimicos. Quando
emitidos e recebidos por individuos de uma mesma espécie, infoquimicos sdo denominados
feromonios (Dicke & Sabelis 1988). Dentro dos aleloquimicos, a classificacdo ¢ dada pela
relacdo de custo-beneficio existente entre emissor e receptor. Quando o emissor do sinal é
favorecido e o receptor ¢ desfavorecido, o aleloquimico recebe o nome de alomoénio. De
modo contrario, se o individuo que emite o sinal € prejudicado pela emissao desse sinal € o
receptor ¢ favorecido, entdo esse aleloquimico ¢ denominado cairoménio. No caso de
beneficio mutuo entre emissor e receptor do sinal, o aleloquimico ¢ chamado de sinomo6nio
(Dicke & Sabelis 1988).

Dentro da classifica¢do de Dicke & Sabelis (1988), os compostos volateis emitidos
pelas fezes e que atraem inimigos naturais sdo, dentro desse contexto, denominados
cairomonios, dado que o herbivoro emissor ¢ prejudicado ao eliminar suas fezes e atrair os
inimigos naturais que utilizam as pistas quimicas liberadas por essas. Contrariamente, os
volateis emitidos pelas folhas ao serem consumidas pelos herbivoros, atraem os inimigos
naturais desses e s3o chamados de sinomonios, uma vez que a planta emissora ganha em
termos de aptiddo ao atrair os predadores dos herbivoros e os predadores se beneficiam

desse sinal quimico para encontrar suas presas.

3. Insetos herbivoros em Brassicaceae. Como pistas quimicas atraem predadores
e parasitoides

A racula Eruca vesicaria sativa [(Miller) Thell, Brassicaceae] (daqui por diante E.
vesicaria), planta tida como original da regido mediterranea, mas distribuida e cultivada
pelo mundo todo (Warwick 2006), contém compostos do metabolismo secundario,

contendo enxofre e nitrogénio, conhecidos como glicosinolatos (GSLs) (Figura 1A) (Fahey



et al. 2001, Hopkins et al. 2009). As brassicaceas tém como herbivoros mais comuns as
larvas polifagas da mariposa Trichoplusia ni [(Hiibner, 1802) Noctuidae)], as oligofagas de
Plutella xylostella [(Linnaeus, 1785) Yponeumatidae)], além do pulgio oligofago
Brevicoryne brassicae [(Linnaeus,1758) Hemiptera: Aphididae)] e larvas oligbfagas de
borboletas Pieridae (Born & Lima 2005). Dentro de Pieridae, as espécies Pieris rapae
(Linnaeus, 1758) e Pieris brassicae (Linnaeus, 1758) s@o considerados os principais insetos
pragas de cultura na Eurasia e, a espécie Pieris napi na América do Norte. No Brasil,
lagartas da borboleta Ascia monuste orseis [(Godart, 1818) Pieridae: Pierinae] (daqui por
diante A. monuste) sdo consideradas uma importante praga em culturas de Brassicaceae
(Liu, 2005).

Os GSLs em plantas apresentam efeitos diferentes em herbivoros generalistas e
especialistas. Eles sdo repelentes ou deterrentes para generalistas, mas s3o estimulantes de
alimentacdo para alguns especialistas, podendo inclusive serem sequestrados por esses
(Hopkins et al. 2009). Os GSLs, quando intactos, sdo considerados biologicamente
inativos na atragdo de herbivoros especialistas ou parasitoides que se alimentam desses
herbivoros. Entretanto seus produtos de degradagdo podem servir como atraentes de
oviposi¢do para herbivoros especialistas, tal como 4. monuste (Fahey et al. 2001). Esses
compostos também podem ser utilizados por parasitoides como pistas quimicas da presenga
dos herbivoros (Wittstock et al. 2004, Hopkins et al. 2009).

Quando o tecido foliar de uma brassicacea sofre algum dano, os GSLs entram em
contato com a enzima mirosinase que catalisa uma reac¢do de degradag@o, hidrolisando os
GSLs e gerando diversos produtos (Hopkins ef al. 2009). Um dos produtos mais comuns
dessa reacdo sdo os isotiocianatos, os quais sdo volateis (Figura 1A) (Cole 1976). Outras

vias de degradagdo podem ocorrer na presenca de outras enzimas e em condi¢des



especificas. Por exemplo, quando ha a presen¢a de uma enzima especifica para formagao
de nitrila (NSP — Nitrile-Specific Protein) na presenca do fon ferro (Fe*") e pH acido (pH <
5), ocorre a formagdo de nitrilas (Figura 1A). Essa enzima € encontrada no trato digestivo
de larvas de P. rapae, e funciona como via de detoxificacdo de GSLs, evitando a formagao
de isotiocianatos, que sdo tdxicos para essas larvas (Wittisock ef al. 2004). A ocorréncia
dessa reacdo pode ser verificada pela presenca de nitrilas nas fezes de larvas que se
alimentam das folhas de brassicaceas (Wittisock et al. 2004). Os tipos de isotiocianatos e
nitrilas formadas dependem do grupo radical presente na molécula de GSL (Figura 1B)

(Wittisock et al. 2004, Kissen & Bones 2009).



NSP
Fe?* R-C=N
pH<5 Nitrila
R. c- S.
Glicose P
ﬁ mirosinase Aglicona
0S80y instavel
Glicosinolato
R-N=C=S
Isotiocianato
B
Estrutura geral dos GSL. Produtos da Hidrolise
R S.
T Glicose
N ) RN=C=5 RC=N
080, Isotiocianato Nitrila
Nome de Glicosinolato Grupe R Nome do Isotiocianato Nome da Nitrila
3-metiltiopropil-GSL ST 3-metiltiopropiHITC 4-metiltiobutil-NIT
4-metiltiobutil-GSL S 4-metiltiobutil-TTC 5-metiltiopentil NIT
5-metiltiopentl-GSL SN 5-metiltiopentilITC 6-metiltiohexil NIT
6-metiltiohexil-GSL SN 6-metiltivhexi- ITC T-metilitioheptil- NIT
7-metiltioheptil-GSL SN N 7-metiltioheptil TTC 8-metiltivoctil- NIT
8-metiltiooctil-GSL S~ 8-metitiooctilTTC 9-metiltiononiENIT

Figura 1. Esquema simplificado da hidrélise enzimatica de glucosinolatos (GSLs). (A) A
enzima mirosinase atua no GSL e forma um composto intermediario instavel, que se
rearranja espontaneamente formando um isotiocianato (ITC). Na presenca da NSP (Nitrile-
Specific Protein) em meio 4cido (pH<S5) e ions ferro (Fe?") ocorre a formagéo de nitrilas
(NIT). (B) Isotiocianatos e nitrilas apresentam o radical (R) presente na molécula do GSL
(adaptado de Kissen & Bones 2009).



4. Objetivos

Dentro desse contexto, o foco deste trabalho foi investigar o papel da sinalizacdo
quimica das fezes de A. monuste e das folhas de E. vesicdria na atragdo de vespas
predadoras e vespas parasitoides para seus locais de forrageio. O uso de extratos quimicos
de fezes e de folhas comidas primeiramente nos permitiu desvincular os sinais quimicos
dos visuais e nos permitiu entender melhor o quanto cada sinal é importante para o
forrageio de vespas predadoras e parasitoides.

Inicialmente, examinamos se vespas predadoras apresentam um impacto negativo
no desempenho das larvas de 4. monuste, medido a sobrevivéncia e ganho de massa
relativo das larvas. Posteriormente, verificamos se as vespas predadoras forrageiam
utilizando sinais quimicos emitidos pelo herbivoro e pela planta hospedeira. Finalmente
testamos se os sinais quimicos detectados pelas vespas predadoras sdo semelhantes aos
detectados pela vespa parasitoide de A. monuste, Cotesia glomerata (Linnaeus)
(Braconidae). Além disso, identificamos os compostos volateis presentes nas folhas de F.
vesicaria e nas fezes de A. monuste, os quais possivelmente podem ser os responsaveis pela

atracdo de vespas predadoras e parasitoides.



MATERIAIS E METODOS

1. Area de estudo

Todos os experimentos de campo foram conduzidos em uma area experimental de
aproximadamente 1500m? localizada proximo ao Departamento de Biologia Animal do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, cidade de Campinas (22°54’S
47°03°0), Sdo Paulo. O clima ¢ classificado como tropical de altitude (Cwa) segundo a
classificacdo de Kdppen. A localidade em questdo contém uma pequena mata com
vegetacdo variando de arvores altas e pequenos arbustos no sub-bosque, seguida de uma
area com auséncia de vegetagdo com altura superior a dois metros, apenas com arbustos e
gramineas. Os experimentos de campo foram realizados no periodo de setembro a abril (nos
anos de 2008 a 2011), cujos meses apresentam maior atividade de vespas predadoras
(Mariscal, AA & Trigo, JR, observacdes pessoais). Todos os resultados sdo apresentados

como média + erro padrao.

2. Organismos estudados

Eruca vesicaria é natural da regido mediterranea entre Europa, Norte da Africa e
Asia. Foi introduzida no Brasil para fins alimenticios e s6 cresce em condi¢des de cultivo,
sem o qual ndo estabelece populagdo. Ascia monuste é uma espécie Neotropical, ocorrendo
desde sul dos Estados Unidos até a América Sul; os s adultos utilizam principalmente
plantas da ordem Brassicales, pertencentes as familias Brassicaceae, Capparidaceae e
Tropaeolaceae como hospedeira para oviposi¢ao (De Vries 1987, p. 98). As vespas
predadoras estudadas sdo nativas do Brasil podendo ocorrer também em diversas regides

das Américas. Em geral, sdo, quando em comportamento de forrageio, oportunistas
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generalistas, ou seja, se aproveitando de qualquer oportunidade de recurso do ambiente.
Quando obtém sucesso em sua buscar por recursos tendem a repetir o local de forrageio e
também suas fontes de alimentos (para revisdo ver Richter, 2000). A vespa Cotesia
glomerata é um endoparasitoide cujas lavas apresentam habito gregario, atacando diversas
espécies da subfamilia Pierinae que também se utilizam de plantas contendo GSL (Hopkins
et al. 2009); ela coloca seus ovos em seus hospedeiros preferencialmente quando suas
larvas estdo no 1° instar (para revisdo ver Laing & Levin, 1982).

Os individuos de E. vesicaria, variedade ‘Cultivada’, foram obtidos com o plantio
direto de sementes adquiridas comercialmente (TopSeed, Agristar do Brasil Ltda.,
Petropolis, RJ) ou através de mudas prontas obtidas de produtores locais. As sementes
foram plantadas individualmente em vasos de 1 L contendo 2/3 de substrato para hortalicas
PlantMax Hortalicas HT (Eucatex S.A., Paulinia, SP) e 1/3 de condicionador de solo
SoloMax (Eucatex S.A., Paulinia, SP) e fertilizada de acordo com Minami & Tessarioli-
Neto (1998). As mudas foram plantadas no mesmo substrato e fertilizadas como acima, e
foram desbastadas apos duas semanas de plantio para que restasse apenas uma planta por
vaso.

As larvas de 4. monuste foram obtidas inicialmente na regido do Campus da
Universidade Estadual de Campinas em suas plantas hospedeiras as brassicaceas E.
verisicaria € Brassica oleracea e mantidas em laboratorio de acordo com Shima & Gobbi
(1981). As pupas foram transferidas para uma casa de vegetagao (6,60 x 4,40 x 3,30 m,
com temperatura e fotoperiodo naturais) com plantas de E. verisicaria e B. oleracea para
fins de obten¢do de uma populagdo estoque para os experimentos . As larvas de 1° instar
que eclodiram nas plantas dentro da casa de vegetagao foram transferidas para gaiolas de

madeira e tela de mosqueteiro (26 x 26 x 26 cm, Figura 2) e mantidas em laboratério (25 £
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3°C, fotoperiodo natural). Para evitar qualquer efeito materno nas larvas, somente as larvas
que se alimentaram de E. vesicaria foram usadas nos experimentos. Para determinar o
instar das larvas utilizadas nos experimentos foi usada tinta guache ndo toxica (Maripel
Industria e Comercio Ltda., Diadema, SP) aplicada como um ponto com um pincel fino no
dorso das larvas. A cada mudanga de estadio, quando a larva realizava a ecdise, ela perdia
essa marca € uma nova marca de tinta era feita. Dessa forma era visualizado quando a larva

realizava a ecdise.

Figura 2. Gaiola de madeira telada usada para criagdo de larvas com larvas de 4scia
monuste se alimentando de folhas de couve.
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Adultos das vespas parasitoides C. glomerata foram obtidas de pupas que sairam de
larvas de 5° instar de A. monuste, as quais foram coletadas em B. oleraceae na area
experimental. As pupas foram colocadas dentro de placas de Petri com nove centimetros
de diametro (Pirex - USA) até que os adultos emergissem (Figura 3). Apds emergirem, um
pedaco de algoddo embebido em uma solugio de agua e mel de abelha (10% v/v
aproximado) foi oferecido as vespas para alimentagdo e hidrata¢do. Os adultos recém-
emergidos de C. glomerata foram mantidos nas placas de Petri para que machos e fémeas
pudessem acasalar. Apos dois dias, larvas de 1° e 2° instar de 4. monuste, que eram
mantidas em folhas de B. oleraceae, foram oferecidas como substrato para oviposi¢ao das

fémeas de C. glomerata, obtendo-se assim uma nova geracio de vespas parasitoides.

Figura 3. Criacdo de vespas parasitoides Cofesia glomerata em placa de Petri. (A) Extvias
pupais; (B) Algoddo embebido em solucdo de d4gua e mel de abelha.
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As vespas predadoras foram coletadas com auxilio de uma rede entomoldgica e
identificadas com auxilio do Professor Fernando Noll do Laboratério de Vespas Sociais da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) campus Séo José do Rio Preto. A vespa
parasitoide C. glomerata foi identificada com auxilio de especialistas do Laboratorio de
Estudos de Hymenoptera Parasitoides do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva

sediado na Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar).

3. Impacto de vespas predadoras no desempenho de larvas de Ascia monuste
Duzentas larvas de 3° instar de A. monuste foram colocadas em 40 plantas de F.
vesicaria (cinco larvas por planta). Essas plantas, com idade entre seis e nove semanas ¢
com oito a doze folhas expandidas, eram mantidas em vasos de 1 L, como acima. As
plantas foram separadas em dois tratamentos (20 plantas / tratamento). No primeiro
tratamento as vespas tinham acesso as plantas e a gaiola de exclusfo era usada para excluir
apenas visitacdo de aves. No segundo tratamento, as plantas eram protegidas da visitagdo
de vespas por meio de uma gaiola de exclusdo. As gaiolas de exclusdo foram montadas
com canos de PVC 3/4 (Tigre SA, Rio Claro, SP) com dimensdes de 1,0 x 0,5 x 0,5 m. As
gaiolas usadas para excluir aves e vespas foram cercadas com tela de mosquiteiro (Figura
4A). A gaiola usada para excluir aves e permitir o acesso de vespas foi cercada com tela de
galinheiro com trama com abertura de 2,5 cm (Figura 4B). O acesso de formigas e outros
predadores caminhantes foram impedidos pela aplicag@o de graxa de automovel em uma
estaca de madeira que isola os vasos do solo (Figura 4). As estacas com medidas de 15cm
x 15cm de espessura por 60cm de altura foram fixadas no solo de forma que
aproximadamente 40 cm de altura ficassem para fora do solo. No topo da estaca uma

plataforma de madeira com 25cm x 25cm foi fixada para que os vasos pudessem ser
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colocados. Nenhum tratamento foi aplicado para exclusdo de aranhas, devido a nossas
observagdes feitas anteriormente durante um ano constatar a auséncia de predacéo por
aranhas as larvas de 4. monuste nessas condigdes. Os dois tratamentos foram langados
usando-se um desenho experimental com aleatorizacdo dentro dos blocos (Gotelli & Ellison
2004), isto ¢, os dez blocos, que consistiam dos pares de tratamentos foram aleatorizados na
area de estudos. Cada um dos 10 blocos continha os dois tratamentos que distavam 1,5m
entre si e cada bloco eram distantes entre Sm a 20m de outro bloco (pontos 01, 03, 04, 06,
08, 10, 13, 15, 17 e 18 na Figura 5). Um grupo foi langado em 09/12/2009 e a
sobrevivéncia em percentagem e o ganho relativo de massa das larvas na presenga e
auséncia de vespas foram medidas apds 3 dias. Outro grupo foi langando no dia
18/12/2009 e o mesmo procedimento foi seguido. . As larvas foram obtidas de uma
mesma postura para cada um dos dois grupos de trés dias, para que no inicio do ensaio as
larvas dos dois periodos tivessem a mesma idade. As condig¢des climaticas quando o
experimento foi langado era estavel, com sol todos os dias ou com sol entre nuvens e ao
menos dois dias sem chuva antes do inicio do experimento. A massa das larvas foi obtida
em uma balanca com precisdo de 1,0 mg (Mettler Toledo, Suica. 10 mg a 101 g). O ganho

relativo de massa relativo foi calculado como descrito abaixo.

Massa final da larva— Massa inicial da larva <100

Ganho relativo de massa = —
Massa inical da larva

A percentagem de sobrevivéncia foi transformada em arco seno Vp. Tanto a
percentagem de sobrevivéncia quanto o ganho relativo de massa foram analisados com uma

ANOVA, onde o fator bloco ¢ o par experimental com e sem vespas e o outro fator é o
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impacto das vespas (dois niveis: com e sem vespas) (Gotelli & Ellison 2004). Nao
analisamos a interagdes entre bloco ¢ impacto das vespas. O fator tempo (dois niveis: os
dois diferentes dias em que os ensaios foram feitos) ndo foi considerado, ja que analises
estatisticas preliminares mostraram que os dois diferentes dias ndo apresentavam diferencas

significativas em relaco as variaveis estudadas.
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Figura 4. Gaiolas de exclusdo construidas com PVC e tela de mosquiteiro. A gaiola A
exclui vespas, formigas e passaros. A gaiola B permite a entrada de vespas, mas exclui
aves e formigas. A estaca de madeira foi tratada com graxa de automével
(aproximadamente no local da seta) para evitar o acesso de formigas em ambos os
tratamentos.
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Figura 5. Esquema da area experimental utilizada para os experimentos. Cada nimero
indica um ponto utilizado para os experimentos de escolha de sinal. A linha tracejada
verde indica o limite entre a vegetacdo mais densa (externa aos locais de experimentacio)
em relacdo aquela menos densa (interna aos locais de experimentagdo). Escala
aproximada: 1:600 cm. CV: Casa de Vegetacdo; DBA: Departamento de Biologia Animal,
Prédio P Novo.
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4. Comportamento das vespas predadoras em relacio aos sinais quimicos e
visuais de Eruca vesicaria e Ascia monuste

Para determinar qual era o horario do dia de maior atividade das vespas para
realizarmos os ensaios envolvendo comportamento das vespas em relacdo aos sinais
quimicos e visuais, sete vasos contendo plantas de B. oleraceae com uma larva de A.
monuste cada, foram dispostos aleatoriamente na area experimental sobre estacas de
madeira, como explicado acima, para evitar o acesso de formigas, mas sem as gaiolas de
exclus@o. No dia 25/03/2009, foi feita uma contagem das larvas nas plantas. O periodo de
contagem foi das 6 as 18 horas, com intervalos de contagem de uma hora. Durante esse
periodo, foram feitas observagdes de 15 minutos a cada hora, constatando-se que a remogao
ocorreu somente por acdo das vespas, confirmada pela presenca de vestigios de predagdo
por vespas.

As larvas de 4. monuste apresentaram comportamentos de defesa contra inimigos
naturais. O comportamento defensivo mais observado foi o regurgito: a larva se contorce e
tenta acertar o agressor com o regurgito. Invariavelmente, como foi verificado durante
quatro anos de observagdo do comportamento de predacio das vespas e de defesa das larvas
(A.A. Mariscal, observagdo pessoal), esta estratégia ndo ¢ eficiente contra as vespas
predadoras, que continuam a atacar as larvas com as mandibulas (Figuras 6A e 6B). Ao
atacar as larvas, as vespas retiram o contetdo estomacal e o deixam nas folhas (Figuras 6B,
6C e 6D). Desta forma, contetido estomacal das larvas e os sinais de regurgito nas folhas
sdo evidéncias do ataque das vespas predadoras as larvas de A. monuste (Figura 6C e 6D).
Nas poucas observagdes de ataques de formigas, em particular Solenopsis invicta
(Hymenoptera: Formicidae), as larvas se contorciam e caiam da folha, ndo deixando

evidéncias do ataque por formigas da mesma forma que o ataque por vespas deixavam.
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Figura 6. Etapas e vestigios de predagdo de larvas de 4. monuste por vespas predadoras em
Brassica oleraceae: (A) Ataque de vespa predadora (Polistes canadensis) e comportamento
de defesa da larva de 4° instar regurgitando em direcdo a cabega da vespa; (B) Inicio da
retirada do conteudo estomacal da larva; (C) Rastro de regurgito e contetido estomacal da
larva deixado na folha (seta); (D) Sinais de predagio por vespas: parte do contetido
estomacal da larva (seta) e rastro de regurgito.

A atividade predatdria das vespas teve relagdo com o horario do dia apds o nascer
do sol (Figura 7A), assim como com a temperatura (Figura 7B). A atividade teve inicio a
partir das 8:00 h, 3 horas apds o nascer do sol, chegando ao pico no periodo das 11:00 as
14:00 h (6 2 9 horas apds o nascer do sol) e mantendo-se até o periodo das 15:00-16:00 h
(10-11 horas apds o nascer do sol). A partir deste ponto, a atividade das vespas diminuiu

(Figura 7A). A partir desse resultado, escolhemos o periodo de 9:30 h as 15:30 h para

realizarmos os experimentos de observacao.
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Figura 7. Remocao de larvas de 4. monuste por vespas predadoras em fung¢io da hora do
dia (A) e temperatura do ar (B).
4.1. Sinais deixados pelo herbivoro atraem vespas predadoras?

Para testar se os sinais deixados por larvas de 4. monuste interferem no
comportamento de forrageio de vespas predadoras foi observado o comportamento de
forrageio das mesmas em trés tratamentos descritos abaixo. Esses trés tratamentos foram
agrupados e dispostos de forma que formassem um tridangulo equilatero com seus vértices
distantes 1,5 m um do outro.

(1) Plantas intactas. Plantas de E. vesicaria sadias sem sinais de herbivoria.

(2) Plantas danificadas. Plantas de E. vesicaria que sofreram danos por 15 larvas de
3% instar de A. monuste por 36 horas. As fezes das larvas foram removidas para que
somente a herbivoria nas folhas permanecesse como um sinal potencial as vespas. A
herbivoria das plantas pelas larvas por 36 horas gerava uma perda de aproximadamente
50% das folhas. As larvas foram alocadas nas folhas de forma que todas as folhas
sofressem herbivoria. O tempo transcorrido entre a retirada das larvas e os experimentos

variou de zero a 3 horas.
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(3) Fezes. A quantidade de fezes produzidas pelas 15 larvas do tratamento anterior
(300 mg) foi colocada de forma aleatéria sob as folhas das plantas de E. vesicaria sadias de
forma a imitar o padréo gerado pelas larvas em um sistema natural. As fezes foram
mantidas congeladas e colocadas nas plantas no momento do experimento.

Contrariamente ao tratamento 1, o qual atuou como um controle, nos tratamentos 2
e 3 os sinais eram tanto visuais quanto quimicos. Em nenhum dos tratamentos havia larvas
de A. monuste para que ndo houvesse o sinal da larva, além de evitar a presenca de recurso
alimentar para as vespas, eliminando assim, a possibilidade de aprendizado associativo
entre a planta ento visitada e uma recompensa (recurso) e a geragido de pseudoréplicas nos
nimeros de visitas devido a uma s6 vespa visitar uma dada planta repetidamente

Com auxilio de um gravador de voz digital foi registrado o comportamento das
vespas em um grupo por um periodo de 45 minutos em um total de 18 grupos divididos em
trés dias consecutivos (30/03/2009; 31/03/2009 e 01/04/2009), com condi¢des climaticas
similares (tempo estavel com sol em todos os dias e a0 menos dois dias sem chuva antes do
inicio do ensaio) e em 18 locais diferentes da area experimental (Figura 5). A divisdo em 3
dias consecutivos foi devido a impossibilidade de se realizar observagdes nos 18 grupos em
um mesmo dia. Apds os 45 minutos, novas plantas com os trés tratamentos foram usadas
para o grupo seguinte. E sabida a capacidade de vespas predadoras em aprender com
experiéncias passadas de forrageio bem sucedido e assim melhorar seu desempenho de
busca e captura de presas e também em associar caracteristicas do ambiente com os locais
de forrageio que ja obtiveram sucesso em encontrar recursos (O’Donnell & Jeanne 1992,
Richter 2000), porém ndo € conhecido na literatura que as vespas podem aprender a evitar
locais de forrageio se encontrarem pistas de recursos sem a presenca da presa. Como forma

de prevenir um possivel efeito de aprendizado espacial das vespas em relagéio aos pontos de
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observagdo onde haviam sinais de presa sem a presa, nenhum local foi utilizado mais de
uma vez e nunca o proximo grupo era disposto em um ponto distante menos de trés metros
ao ponto de observagdo anterior.

Para os trés tratamentos acima, as variaveis comportamentais mesuradas foram:

(1) Aproximagao: numero de vespas que sobrevoaram préximo (aproximadamente
10cm) a planta.

(2) Pouso: Numero de vespas que pousaram na superficie das plantas.

(3) Forrageio: nimero de vespas que realizaram pouso seguido do comportamento
de antenamento e busca na superficie da planta, incluindo sobrevoo para mudanca de folha.

(4) Tempo total de forrageio (em segundos): somatorio dos tempos que cada vespa
utilizava para realizar o comportamento de forrageio.

(5) Tempo de forrageio por vespa (em segundos): tempo total de forrageio dividido
pelo total de eventos de forrageio.

Para as analises, os dados foram transformados em vx + 1 devido a grande
ocorréncia de zeros nas observagdes (Zar 1999). Como as varidveis comportamentais das
vespas eram dependentes, elas foram comparadas entre os tratamentos usando-se uma
MANOVA de um fator com aleatorizagdo dentro dos blocos, onde os blocos consistiam do
conjunto dos trés tratamentos, o fator foi o tratamento aplicado (trés niveis: plantas intactas,
plantas danificadas e fezes) (Gotelli & Ellison 2004). Assumimos que os trés periodos
(dias) eram homogéneos em termos de condi¢des climaticas e abundancia de vespas, dessa
forma nao comparamos os periodos nas analises estatisticas. Assumimos também que cada
vespa era um individuo diferente por evento. Quando um bloco apresentava valor zero em

todos os tratamentos e todas as variaveis, ele foi excluido da analise devido a incerteza de
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afirmar que esses valores foram devido a falta de estimulo ou se as vespas simplesmente
ndo visitaram o local onde o bloco se encontrava. Como teste a posteriori para comparar as
diferencas significativas dentro de cada variavel, uma ANOVA de um fator com teste de

LSD foram usados.

4.2. O papel dos sinais quimicos na atracio das vespas predadoras

Para comparar a diferenca entre os sinais quimicos das folhas herbivoradas de F.
vesicaria e das fezes de A. monuste que se alimentaram de folhas de E. vesicaria, na atragao
de vespas predadoras, observamos o comportamento de forrageio das vespas predadoras
frente a trés tratamentos. O experimento foi conduzido de 22 a 24 de abril de 2011. A
escolha dos volumes, quantidades e tempos foram determinados através de observagdes e
testes realizados em condigdes de laboratorio que permitiram chegar a volumes
aproximados de fezes utilizadas durante os ensaios. Encontramos que 15 larvas de 3° instar
se alimentando por 36 horas em plantas produziam em média 300 mg de fezes. O tempo
foi determinado pelo dano causado pelas larvas, apds 36 horas, em condi¢des de laboratdrio
(12:12 horas claro:escuro, 25 + 2 °C e 60 + 10% UR): aproximadamente 50% das folhas
comidas. O numero de larvas foi um nimero arbitrario ja que em campo a quantidade de
ovos de A. monuste em suas plantas hospedeiras pode variar de cinco a cerca de 40 ovos
por oviposicdo (AA Mariscal & JR Trigo, observagdes pessoais).

(1) Extrato de fezes. Extrato diclorometanico de 300 mg de fezes de A. monuste. O
extrato foi preparado pela extracdo das fezes em diclorometano (Chenco Industria e
Comércio de Produtos Quimicos Ltda., Campinas, SP) (1:10 massa:volume) em ultrassom
por 10 minutos. A mistura resultante foi filtrada a vacuo e o residuo de d4gua removido com

tratamento com sulfato de sddio anidro (LabSynth, Diadema, SP). O extrato foi seco em
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rotaevaporador a temperatura ambiente e recuperado com 2,4 mL de diclorometano,
representando 18 amostras de extrato de fezes com 150 pL cada. Esse volume foi aplicado
homogeneamente em discos de papel filtro de 3 cm de didmetro que foram colados, um por
planta, na face abaxial de uma folha de plantas intactas de E. vesicaria, como acima. As
folhas escolhidas para a fixagdo do papel filtro foram de tamanho similar e na posi¢io
média da planta para todos os tratamentos. A idade das plantas variou de 6 a 9 semanas,
nessa idade as plantas continham de 8 a 12 folhas expandidas.

(2) Extrato de folhas. Extrato diclorometanico de 3,4 g de folhas danificadas de E.
vesicaria que correspondem ao peso fresco de uma planta média de E.vesicaria. Essas
folhas sofreram danos por 5 larvas de 3° instar de 4. monuste até aproximadamente 50% da
massa foliar ser consumida. O extrato foi preparado macerando as folhas em
diclorometano (1:10 massa:volume) em N, liquido. O restante do procedimento foi o
mesmo descrito acima para extratos de folhas.

(3) Controle. Dezoito discos de papel filtro de 3 cm de didmetro onde foram
aplicados 150 pL de diclorometano em cada um deles. Os papeis filtro foram colados, um
por planta, na face abaxial de uma folha de plantas intactas de E. vesicaria.

Este experimento foi realizado e analisado conforme o experimento descrito no item

acima (3.1. Sinais deixados pelo herbivoro atraem vespas predadoras?).

4.3. Sinais quimicos que atraem predadores também atraem parasitoides?
Bioensaios com olfatbmetro em Y

Os sinais quimicos das folhas de E. vesicaria atacadas por larvas de 4. monuste e as
fezes dessas, os quais atraem vespas predadoras, também poderiam atrair parasitoides como

a vespa C. glomerata? Para responder a essa pergunta realizamos experimentos de dupla
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escolha em um olfatdmetro em Y de vidro transparente usando os mesmos sinais quimicos
utilizados acima nos bioensaios com as vespas predadoras.

O tubo olfatémetro em Y com abertura de 1,5 cm de didmetro e bragos com 12,5 cm
foi montado em uma bancada cercada por isopor branco e papel adesivo de mesma cor. Por
sua vez, o conjunto foi iluminado com duas ldmpadas fluorescentes brancas de 80 Watts de
forma que se formasse um ambiente homogéneo, sem interferéncias visuais, com

temperatura média de 25 + 2°C e umidade relativa do ar 60 = 10% (Figura 8A).

Figura 8. Sistema do ofatometro em Y: (A) bancada cercada por isopor e adesivo branco
com o tubo olfatometro em Y; (B) tubo de ensaio modificado onde foram colocadas as
fontes de odor; (C) frasco de vidro onde foram colocados os vasos contendo Eruca
vesicaria; (D) gaiola de manipulacdo com abertura para maos protegidas por meia de nylon
e paredes de vidro sem corrente de vento.

Uma bomba de ar foi conectada a um filtro de carvéo ativado, o qual foi ligado a um

medidor de fluxo (= fluxdmetro) para controlar a entrada de fluxo de ar dentro do
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olfatdmetro. O fluxo de ar que saia do fluxometro para cada brago do olfatémetro foi de
aproximadamente 300 mL/min por braco. Esse fluxo foi dividido em dois para que
pudessem entrar no sistema que acondicionava a fonte de odor que era composta por um
tubo de ensaio modificado com 15 cm de comprimento e didmetro de 3,5 cm, (Figura 8B)
ou frascos com volume de 5 L (Figura 8C) para comportar os vasos contendo as plantas de
E. vesicaria ou as fezes de A. monuste, que entdo foram conectados ao olfatdmetro (Figura
9).

Todo sistema foi conectado por mangueiras de silicone que foram lavadas antes e
depois de cada ensaio com detergente Extran® (Merck Chemicals) e EtOH (Chenco,
99,3%) e posteriormente foram secas em estufa por duas horas em temperatura de 90°C. O
olfatometro em Y e os tubos onde foram colocadas as fontes de odor foram lavados com
Extran® e EtOH, como acima, e foram secos a temperatura de 150°C por duas horas. Apds
cada observagao o olfatdmetro em Y foi novamente lavado com EtOH e seco em fluxo de
N3 e, ap0s cinco observagdes lavado com Extran® e EtOH e deixado em estufa a 150°C por
cerca de cinco minutos.

A linha de escolha, ou seja, o ponto dos bragos do ofatdmetro que denota a escolha
do parasitoide por um dos odores, foi determinada utilizando-se vapor de gelo seco com o
fluxo de ar correndo pelo sistema. Através do fluxo deste vapor, pode-se verificar em que
ponto dos bragos do tubo em Y nido ocorria mistura dos fluxos de ar vindo do outro brago,
representando, portanto o ponto onde o parasitoide € estimulado por apenas um dos
estimulos olfativos. No tubo olfatometro testado com o fluxo de 300 mL/min, a linha de
escolha foi fixada em torno dos cinco centimetros depois da junc¢do dos dois bragos do Y

(Figura 9).
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Figura 9. Desenho esquematico do sistema de olfatdmetro em Y usado para testar as
respostas das vespas parasitoides as fontes de odor. A bomba empurra o ar para dentro de
um filtro de carvao ativado que entdo passa por um fluxémetro que foi ajustado para um
fluxo de 600 ml/min que foi dividido em dois e seguiu para dentro do tubo de ensaio
modificado ou para o frasco de vidro onde foram colocadas as fontes de odor. Entéo o fluxo
de ar com o odor seguia para o tubo olfatometro em Y. As setas indicam a dire¢do do fluxo
de ar.

Os experimentos de dupla escolha em olfatometro em Y foram conduzidos com
vespas fémeas com dois dias apds a eclosdo das pupas para que houvesse tempo suficiente
para que essas pudessem acasalar. Tendo em vista que o contexto da escolha do presente

experimento € o local para oviposicdo, foram utilizadas somente vespas fémeas acasaladas

(n = 60 para cada ensaio). Para coletar as vespas para os experimentos, as placas de Petri
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contendo as vespas foram colocadas dentro de uma gaiola de manipula¢do com paredes de
vidro e aberturas para as mios protegidas por tecido de meia de lycra (Figura 8D). Usando-
se um tubo de vidro, uma vespa por vez foi capturada e colocada na entrada do olfatdémetro
em Y com o fluxo de ar. Antes de cada experimento a gaiola de manipulag@o foi mantida
no local do experimento por uma hora para que as vespas se aclimatassem as condi¢des do
local descritas acima. Foi estipulado o tempo méaximo de cinco minutos para que as vespas
respondessem aos estimulos quimicos no olfatdmetro em Y. Apos esse tempo, se a vespa
ndo escolhesse nenhum dos lados, ou ndo ultrapassasse a linha de escolha, considerou-se
que ndo houve resposta. Ao passar pela linha de escolha uma vez, a observagdo era dada
como encerrada. Nao foi estipulado um tempo minimo para a resposta, ou seja, a resposta
era considerada valida por mais rapida que fosse. Todos os ensaios onde a vespa escolheu
um dos lados foram considerados validos. Para cada ensaio foram realizadas 60 repeticdes,
sendo que cada vespa era utilizada somente uma vez. A preferéncia por um dos dois sinais
oferecidos foi testada comparando-se o numero de vespas que se dirigiam aos estimulos por
uma analise de Chi-quadrado de aderéncia, com valores esperados iguais, € com corre¢ao
de Yates (Zar, 1999). As vespas que ndo responderam aos estimulos ndo eram
consideradas para a andlise estatistica.

Antes de iniciar o teste com as fontes de odor, 40 vespas foram testadas nas mesmas
condi¢des acima em fluxo de ar sem nenhuma fonte de odor (ar ambiente filtrado) para
verificar se ndo havia uma tendéncia das vespas em serem atraidas significativamente para
um dos bragos do olfatometro. Das 40 vespas testadas, 8 ndo responderam, 17 foram para o
lado esquerdo, 14 para o lado direito, ndo ocorrendo preferéncia significativa por nenhum

dos bragos (Xz com corre¢do de Yates = 0,129, df =1, P =0,719).
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Para os testes com os estimulos olfativos, utilizamos quantidades reduzidas dos
extratos devido ao sistema do olfatometro ser fechado. Arbitrariamente decidimos por
utilizar 10% das quantidades utilizadas nos testes com as vespas predadoras no campo
devido ao sistema testado ser fechado. Somente nos ensaios que envolveram comparacio
entre fezes e as plantas dentro dos frascos de vidros (Figura 8C) é que a quantidade de fezes
foi a mesma da utilizada nos ensaios com as vespas predadoras pelo motivo da comparacio
ser feita com uma planta inteira.

Os seguintes pares de sinais foram comparados usando-se uma analise de Chi-
Quadrado, como descrita acima:

1. Fezes de larvas de 4. monuste (30 mg de fezes frescas, correspondentes a
10% do utilizado no ensaio com as vespas predadoras, ou seja, o equivalente a 15 larvas de
3° instar se alimentando por aproximadamente 4 horas) versus controle (ar ambiente). As
fezes foram trocadas a cada 10 minutos de fluxo de ar corrente pelo sistema.

2. Plantas de E. sativa comidas por 15 larvas de A. monuste durante 4 horas
versus plantas com folhas intactas.

3. Extrato de fezes (extrato diclorometanico de 30mg de fezes de A. monuste,
equivalente a 10% da massa utilizada para os experimentos com as vespas predadoras)
versus controle. O extrato foi preparado como acima (ver item 3.2.1), mas com os volumes
e massas alterados para esse experimento. O extrato diclorometénico das fezes, em um
volume de 20ul, foi aplicado em % de um disco de papel filtro de 3 cm de didmetro que
foram colocados dentro do tubo de ensaio modificado. O papel filtro era trocado a cada dez
minutos aproximadamente de fluxo de ar corrente pelo sistema. No controle (apenas

diclorometano), em um volume de 20ul, era aplicadoem %4 de papel filtro de um disco de
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papel filtro de 3 cm de didmetro. O papel filtro era trocado a cada dez minutos de fluxo de
ar corrente pelo sistema a fim de evitar diferenga na sinalizag¢ao entre os ensaios.

4. Extrato de folhas (extrato diclorometanico de folhas de E. vesicaria
correspondente a 3,4 gramas de folhas de uma planta de E. vesicaria, que corresponde a
10% do peso fresco de uma planta média de E.vesicaria) versus controle. O extrato foi
preparado como acima (ver item 3.2.2), mas com os volumes ¢ massas alterados para esse
experimento. O extrato diclorometanico das folhas foi aplicado, em um volume de 20ul,
em Y4 de um disco de papel filtro de 3 cm de didmetro que foram colocados dentro do tubo
de ensaio modificado. O papel filtro foi trocado a cada dez minutos aproximadamente de
fluxo de ar corrente pelo sistema. O controle foi preparado da mesma maneira como
descrita no item 3 acima.

5. Plantas de E. vesicaria danificadas por larvas de 4. monuste versus fezes de
larvas A. monuste. As fezes de larvas de 4. monuste (30 mg de fezes frescas
corresponderam a 10% do utilizado no ensaio com as vespas predadoras, ou seja, 0
equivalente a 15 larvas de 3° instar se alimentando por aproximadamente 4 horas. As fezes
foram trocadas a cada 10 minutos de fluxo de ar corrente pelo sistema e a planta foi trocada
a cada uma hora de fluxo de ar corrente pelo sistema.

6. Extrato de folhas de E. vesicaria que foram danificadas por larvas de A.
monuste versus extrato das fezes de 4. monuste. O extrato diclorometanico de folhas de F.
vesicaria correspondente a 3,4 g de folhas de uma planta de E. vesicaria, que corresponde a
10% do peso fresco de uma planta média de E. vesicaria foi preparado como acima; o
mesmo se aplica ao seu volume. Conforme descrito acima para os demais sinais testados,

foram feitas alteracdes de volume e massa para esse experimento.
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5. Identificacido de compostos volateis de folhas danificadas e intactas de Eruca
vesicaria e de fezes de Ascia monuste

Os extratos diclorometanicos de folhas de plantas intactas (ndo submetidas a ac¢ao
do herbivoro), plantas atacadas (plantas submetidas a herbivoria por 15 larvas de 3° instar
de A. monuste por 36h) e fezes de larvas de A. monuste que se alimentaram de folhas de E.
vesicaria, foram obtidos como acima.

Os compostos volateis dos organismos acima foram coletados por aeragao. Todas as
coletas foram conduzidas em laboratorio a temperatura de 25 + 3 °C e 70 + 10% UR. Para
folhas danificadas e intactas, vasos contendo plantas submetidas a esses tratamentos foram
transferidos para cadmaras fechadas de saco de poliéster (Stewart-Jones & Poppy, 2006)
formando um volume aproximado de 3 litros (Figura 10). O extremo inferior de cada
camera de extracdo de volateis foi conectado a um fluxo de ar por meio de uma mangueira
de silicone, que foi ligado a uma bomba de ar e a um filtro, composto de carvio ativado e 1a
de vidro que foram previamente lavados com hexano e acetona e mantido em estufa a 120
°C por 2 horas, o qual permitiu a circulagdo de ar do ambiente dentro da camara. O fluxo
de ar de 0,5 L/min foi medido com o auxilio de um fluxdmetro. Os voldateis liberados pelas
plantas ou folhas, sob os diferentes tratamentos, foram coletados por 45 minutos em uma
pipeta Pasteur de vidro contendo 200 mg de um polimero adsorvente com alta afinidade por
compostos organicos lipofilicos, tais quais os volateis organicos conhecido como Porapak
Q (Polimero de Etilvinilbenzeno — divinilbenzeno) (Millar & Sims, 1998), o qual foi
conectado com um bomba de vacuo (Figura 10). A cada utiliza¢ao do sistema de coleta, o
polimero Porapak Q foi condicionado usando-se calor (120°C) durante duas horas sob fluxo
de Ny, de acordo com Millar & Sims (1998). Para a coleta de volateis das fezes, um tubo de

vidro de 15 cm de comprimento e 1,0 cm de didmetro foi utilizado como camara para o
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fluxo de ar na qual, em uma das pontas do tubo, estava conectado um filtro de carvao
ativado ¢ 13 de vidro, como acima, e na outra ponta do tubo a pipeta Pasteur, contendo 200
mg de polimero adsorvente Porapak Q devidamente condicionada, como acima. A pipeta
foi conectada, por uma mangueira de silicone, a uma bomba de vacuo, que foi responsavel
pelo fluxo de ar no sistema. O fluxo de ar de 0,5 L/min foi medido com o auxilio de um
fluxométro (Figura 11).

Os volateis emitidos pelas fezes foram coletados por 45 minutos. Os compostos
retidos no Porapak Q foram extraidos com 1mL de diclorometano PA (Merck Chemicals),
volume que foi reduzido gentilmente, em fluxo de N, com uma pipeta Pasteur com sulfato
de magnésio anidro, para 100 pL. em um vidro transparente de 4 ml com tampa de teflon
(Agilent).

Tanto os volateis dos extratos diclorometanicos, quanto os extratos dos compostos
volateis das folhas e das fezes, foram caracterizados quimicamente por cromatografia
gasosa-espectrometria de massas em cromatografo HP 6890 acoplado a um detector de
massas HP 5973. A coluna cromatografica usada foi uma HP-5MS capilar (5% fenil, 95%
metilsiloxano, 30m x 0,32 um x 0.32 um, Hewlett Packard). O programa de temperatura
apresentava uma temperatura inicial de 40°C por 5 min, depois aumentava 3°C/min até
240°C, e 30°C/min até 300°C, perfazendo um total de 73,67 min. A porta de inje¢do era
mantida a 240°C, sem razao de divisdo (50ml/min durante 1.50 min). O fluxo de He era de
1,4 ml/min. Os compostos foram identificados por comparacao dos padrdes de
fragmentacdo usando o programa NIST Mass Spectral Search Program for the
NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library Version 2.0 2008 (Agilent Technologies) e

Geervliet et al.(1997) e Fernandes et al. (2009).
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Figura 10. Desenho esquematico do sistema de coleta de volateis de plantas de Eruca
sativa. Uma bomba de ar empurra o ar que passa por um fluxémetro que regula o fluxo de
ar em 1000 mL/min que ¢ dividido para passar pelos filtros de carvao ativado e entrar no
sistema com saco de poliéster e a planta. O ar é puxado para fora do sistema por uma
bomba de vacuo que tem o fluxo regulado para 500 mL/min e que puxa o ar através da
pipeta Pasteur com o polimero Porapak Q. As setas indicam a direg¢éo do fluxo de ar.
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Figura 11. Desenho esquematico do sistema de coleta de volateis de fezes e extrato de fezes
de Ascia monuste que se alimentaram de plantas de Eruca sativa. Uma bomba de vacuo foi
conectada a um fluxdmetro com fluxo regulado para 500 mL/min que entdo foi conectado a
pipeta Pasteur com Porapak Q. A pipeta com Porapak Q foi conectada ao tubo contendo a
fonte de odor (fezes ou papel filtro embebido com extrato diclorometanico das fezes). O ar
que entrou no sistema foi filtrado por um filtro de carvao ativado. As setas indicam a
direcdo do fluxo de ar.
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RESULTADOS

1. Desempenho de larvas de Ascia monuste na presenca e auséncia de vespas
predadoras

No decorrer de todos os experimentos foram observadas seis espécies de vespas
(Vespidae: Polistinae) forrageando em plantas de E. vesicaria: Agelaia pallipes (Olivier,
1791) (Figura 12 A), Polybia ignobilis (Haliday, 1836) (Figura 12 B) e Polybia paulista
(Thering, 1896) (Figura 12 C) pertencentes a tribo Epiponini, e Polistes canadensis
(Linnaeus, 1758) (Figura 12 D) e Polistes versicolor (Oliver, 1791) (Figura 12 E)
pertencentes a tribo Polistini. Devido a dificuldade de diferenciar as espécies P. canadensis
e Polistes lanio lanio (Fabricius, 1775) da tribo Polistini em campo, julgamos que as duas
espécies ocorreram durante os experimentos. Quando coletamos individuos para a
identifica¢do, apenas individuos da P. canadensis foram encontrados em campo. Esse fato
ndo exclui a possibilidade da ocorréncia concomitante das duas espécies durante os

experimentos.
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Figura 12. Vespas predadoras observadas durante os experimentos. (A) Agelaia pallipes,
(B) Polibya ignobilis, (C) Polibya paulista, (D) Polistes canadensis e (E) Polistes
versicolor. Escala das figuras em centimetros: (A) 1:0,4; (B) 1:0,55; (C) 1:0,35; (D) 1:0,65;
(E) 1:1.

As larvas de 4. monuste em gaiolas expostas a pressdo de predagio por vespas
tiveram uma média de sobrevivéncia significativamente menor em relagéo as larvas em
gaiolas protegidas de predagéo por vespas (dados transformados em arcoseno da raiz do
dado, ANOVA de um fator com aleatorizacdo dentro dos blocos, F; 29 = 96,495, P < 0,001,
Tabela 1, Figura 13A). Em relag@o ao ganho relativo de massa fresca das larvas, aquelas
que foram expostas a pressdo de predacdo por vespas tiveram um ganho relativo de massa
significativamente menor, do que aquelas que ndo foram submetidas a essa pressio

(ANOVA de um fator com aleatorizag@o dentro dos blocos, F 0 = 12,105, P = 0,002,

Tabela 1, Figura 13B).
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Tabela 1. ANOVA de um fator com aleatorizagdo dentro dos blocos para a sobrevivéncia

(%) (percentagem transformada em arcoseno \/5) e ganho de massa (%) de larvas de Ascia
monuste na presenga ¢ auséncia de vespas predadoras.

Variavel Fonte de Variacdo SQ GL QM F P
Sobrevivéncia Bloco 0,761 9 0,085 0,629 0,763
Tratamento 12,981 1 12,981 96,495  <0,001
Residuo 3,901 29 0,135
Ganho de massa Bloco 280,62 9 31,180 0,362 0,940
Tratamento 1042,88 1 1042,88 12,105 0,002
Residuo 1723,04 20 86,15
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Figura 13. Percentagem de sobrevivéncia (A) e ganho relativo de massa (B) (média + erro
padrao) de Ascia monuste na presenga e na auséncia de vespas predadoras. O nimero
dentro de cada barra representa o nimero de vasos com plantas que, apds o experimento,
ainda continham larvas.
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2 Sinais deixados pelas larvas atraem vespas predadoras?

Vespas apresentaram diferentes comportamentos em relacéo as sinalizagdes de E.
vesicaria com folhas intactas controle, com folhas comidas por larvas de A. monuste e fezes
de A. monuste colocadas sob as folhas de E. vesicaria intactas (MANOVA de um fator com
aleatorizacdo dentro dos blocos, teste de Wilks, Fio4s = 6.101, P < 0,001, Tabela 2A). O
tratamento fezes apresentou um nimero significativamente maior de aproximacdes de
vespas as plantas que o de plantas comidas, o qual, por sua vez, foi significativamente
maior do que plantas intactas (ANOVA de um fator, F,,5= 30,998, P < 0,001; Tabela 2B,
Figura 14A). Vespas pousavam significativamente mais em plantas com fezes do que nos
outros dois tratamentos (ANOVA de um fator, F,,5= 25,814, P <0,001; Tabela 2B, Figura
14B). Para forrageio, ndo houve nenhum evento no tratamento plantas intactas e maior
ocorréncia de eventos de vespas forrageando no tratamento com fezes em relagdo ao
tratamento plantas comidas (ANOVA de um fator, F,,s= 18,661, P < 0,001; Tabela 2B,
Figura 14C). Quando foi comparado o tempo total de forrageio, encontramos um maior
tempo de forrageio de vespas no tratamento com fezes em relag@o ao tratamento de folhas
comidas, o qual por sua vez foi maior do que plantas intactas (ANOVA de um fator, F; 3=
13,652, P <0,001; Tabela 2B, Figura 15A). O mesmo padrao ocorreu quando testamos a
diferenca de tempo de forrageio por vespas (ANOVA de um fator, F, 5= 17,428, P <0,001;

Tabela 2B, Figura 15B).
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Figura 14. Numero de aproximagdes (A), de pousos (B) e de forrageio (C) (média + erro padrao), de vespas predadoras frente as
sinalizagdes de 15 blocos de Eruca vesicaria com folhas intactas (Controle), com folhas comidas por larvas de Ascia monuste (Folhas
comidas) e fezes de Ascia monuste colocadas sob as folhas de Eruca vesicaria intactas (Fezes). Em cada grafico, letras diferentes
representam diferencas estatisticas (teste a posteriori LSD, para as ANOVAs de um fator — ver Tabela 2).
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Figura 15. Tempo total de forrageio (A) e tempo médio de forrageio (B) (média + erro padrdo) de vespas predadoras frente as
sinalizagdes de 15 blocos Eruca vesicaria com folhas intactas (controle), com folhas comidas por larvas de Ascia monuste (Folhas

comidas) e fezes de Ascia monuste colocadas sob as folhas de Eruca vesicaria intactas (Fezes). Em cada grafico, letras diferentes
representam diferengas estatisticas (teste a posteriori LSD, para as ANOVAs de um fator — ver Tabela 2).
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Tabela 2. MANOVA de um fator com aleatorizacdo dentro dos blocos (A) e as respectivas
ANOVAS a posteriori (B), para cinco medidas do comportamento das vespas predadoras
frente as sinaliza¢des de Eruca vesicaria com folhas intactas (Controle), com folhas
danificadas por larvas de Ascia monuste (Folhas Comidas) e fezes de Ascia monuste
colocadas sob as folhas de Eruca vesicaria intactas (Fezes). Os dados foram transformados

emvx + 1.

A. MANOVA
Teste Valor F  GL doEfeito GL do Erro P
Bloco Wilks 0.051 1.470 70 118.350 0.032
Tratamento Wilks 0.194 6.101 10 48.000 <0.001
B. ANOVA
Fonte de
Variagio SQ GL QM F P
Bloco 4.205 14 0.300 5.428 <0,001
Numero de
vespas se  Tratamento 3.430 2 1.715 30.998 <0,001
aproximando
Residuo 1.549 28 0.055
Bloco 4.008 14 0.286 5.211 <0,001
Numero de
vespas Tratamento 2.836 2 1.418 25.814 <0,001
pousando
Residuo 1.538 28 0.055
Bloco 1.462 14 0.104 1.372 0,230
Numero de
vespas Tratamento 2.840 2 1.420 18.661 <0,001
forrageando
Residuo 2.131 28 0.076
Bloco 377.299 14 26.950 1.649 0,126
Tempo Total " mento 446.184 2 223.092 13.652  <0,001
de Forrageio
Residuo 457.563 28 16.342
Bloco 143.045 14 10.217 1.609 0,138
Tempo de
forrageio por Tratamento 221.318 2 110.659 17.428 <0,001
vespa
Residuo 177.789 28 6.350
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Quando comparamos o comportamento das vespas predadoras frente as sinalizac¢des
de E. vesicaria intactas com papel filtro tratado com diclorometano (controle), E. vesicaria
intactas com papel filtro tratado com extrato de folhas comidas por larvas de 4. monuste e
E. vesicaria com folhas intactas com papel filtro tratado extrato de fezes de A. monuste,
observamos diferencas significativas entre os tratamentos (MANOVA de um fator, teste de
Wilks, Fio52 = 3,335, P < 0,002, Tabela 3A). Em relagdo ao numero de vespas em
aproximagao, encontramos diferengas marginalmente significativas entre o controle e o
extrato de fezes, com um niimero maior de vespas de aproximando do tratamento extrato de
fezes (ANOVA de um fator, F,30=2,811; p=0,076; Tabela 3B, Figura 16A). Quando
analisamos a atividade de pouso, encontramos um maior nimero de vespas pousando no
tratamento de extrato de fezes em relacdo ao controle, bem como um numero de vespas
pousando no tratamento extrato de folhas marginalmente maior do que o tratamento folhas
comidas (LSD, P =0,069) (ANOVA de um fator, F»30=5,522; p = 0,009; Tabela 3B,
Figura 16B). Para o forrageio, o padrio foi similar ao de atividade de pouso, com numero
de vespas forrageando no tratamento extrato de folhas marginalmente maior do que o
tratamento folhas comidas (LSD, P=0,066) (ANOVA de um fator, F,30=5,524; p=0,01;
Tabela 3B, Figura 16C). Quando foi comparado o tempo total de forrageio, encontramos
um maior tempo usado pelas vespas para forragear no tratamento com extrato de fezes em
relagdo aos tratamentos com extrato de folhas comidas e controle (ANOVA de um fator,
F230=5,970; p = 0,007; Tabela 3B, Figura 17A). O mesmo padrao foi obtido quando
analisamos o tempo de forrageio por vespas (ANOVA de um fator, F,30=7,219; p = 0,003;

Tabela 3B, Figura 17B).
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Figura 16. . Numero de aproximagdes (A), de pousos (B) e de forrageio (C) (média + erro padrio) de vespas predadoras frente as
sinalizagdes de 16 blocos de Eruca vesicaria com folhas intactas com papel filtro tratado com diclorometano (Controle), Eruca

vesicaria com folhas intactas com papel filtro tratado com extrato de folhas comidas por larvas de Ascia monuste (Folhas comidas) e

Eruca vesicaria com folhas intactas com papel filtro tratado extrato de fezes de Ascia monuste (Fezes). Para cada grafico, letras
diferentes representam diferengas estatisticas (teste a posteriori LSD, para as ANOVAS de um fator — ver Tabela 3).
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Figura 17. Tempo médio de forrageio (A) e tempo médio de forrageio por vespa (B) (média + erro padrdo) de vespas predadoras frente
as sinaliza¢des de 16 blocos de Eruca vesicaria com folhas intactas com papel filtro tratado com cloroférmio (Controle), Eruca
vesicaria com folhas intactas com papel filtro tratado com extrato de folhas comidas por larvas de Ascia monuste (Folhas comidas) e
Eruca vesicaria com folhas intactas com papel filtro tratado extrato de fezes de Ascia monuste (Fezes). Para cada grafico, letras
diferentes representam diferengas estatisticas (teste a posteriori LSD, para as ANOVAS de um fator — ver Tabela 3).
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Tabela 3. MANOVA de um fator com aleatorizag¢do dentro dos blocos (A), ¢ as
respectivas ANOVAS a posteriori (B), para cinco medidas do comportamento das vespas
predadoras frente as sinaliza¢des de Eruca vesicaria com folhas intactas com papel filtro
tratado com cloroférmio (Controle), Eruca vesicaria com folhas intactas com papel filtro
tratado com extrato de folhas comidas por larvas de Ascia monuste (Folhas comidas) e
Eruca vesicaria com folhas intactas com papel filtro tratado extrato de fezes de 4scia

monuste (Fezes). Para as analises os dados foram transformados em vx + 1.

A. MANOVA
Teste Valor F GL do Efeito GL doErro P
Bloco Wilks 0.048 1.513 75.000 128.751  0.020
Tratamento Wilks 0.371 3.335 10.000 52.000 0.002
B. ANOVA
Fonte de
Variagdo S5Q GL QM F P
Bloco 1.797 15 0.120 2.745 0.009
Numero de
vespas se Tratamento 0.245 2 0.123 2.811 0.076
aproximando
Residuo 1.309 30 0.044
Bloco 0.726 15 0.048 1.289 0.268
Numero de
vespas Tratamento 0.415 2 0.207 5.522 0.009
pousando
Residuo 1.127 30 0.038
Bloco 0.841 15 0.056 1.125 0.378
Numero de
vespas Tratamento 0.524 2 0.262 5.254 0.011
forrageando
Residuo 1.496 30 0.050
Bloco 40.416 15 2.694 1.150 0.359
Tempo Total = 1y mento— 27.979 2 13.990 5970  0.007
de Forrageio
Residuo 70.294 30 2.343
Bloco 26.344 15 1.756 1.486 0.173
Tempo de
forrageio por Tratamento 17.067 2 8.533 7.219 0.003
vespa
Residuo 35.463 30 1.182
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3. Sinais quimicos que atraem predadores também atraem parasitoides?

As fémeas de C. glomerata apresentaram de 76,7% a 91,6% de respostas aos
estimulos olfativos. O que equivale, dentro do total de 60 repeti¢cdes para cada ensaio, a um
total de resposta entre 46 e 55 vespas que responderam aos estimulos.

Quando comparamos os sinais quimicos presentes nas folhas de uma planta de E.
vesicaria que sofreu herbivoria contra uma planta de E. vesicaria que nio sofreu
herbivoria, houve um ntimero significativamente maior de escolhas para a planta que sofreu
herbivoria em relagdo a planta intacta (Figura 18). Para a comparacéo entre os sinais
quimicos das folhas que sofreram herbivoria presentes no extrato diclorometanico de folhas
comidas contra o controle contendo apenas o diclorometano, houve um ntimero
significativamente maior de escolhas para o extrato de folhas que sofreram herbivoria em
relagdo ao controle com diclorometano (Figura 18).

Quando comparadas fezes de A. monuste que se alimentaram de E. vesicaria contra
um controle com nenhuma fonte de odor (ar limpo), ndo houve diferenca significativa na
escolha entre as fezes e o controle (Figura 18). Para os sinais quimicos das fezes presentes
no extrato de fezes contra um controle contendo apenas o diclorometano, houve um nimero
significativamente maior de escolhas para o extrato de fezes em relacdo ao controle com
diclorometano (Figura 18).

Quando foram comparadas fezes de 4. monuste que se alimentaram de E. vesicaria,
contra uma planta de E. vesicaria que sofreu herbivoria por 4. monuste, houve um nimero
significativamente maior de escolhas para a planta que sofreu herbivoria em relagéo as
fezes (Figura 18). Na comparag¢@o entre os extratos diclorometanico de folhas de E.
vesicaria que sofreram herbivoria contra o extrato de fezes de A. monuste que se

alimentaram de E. vesicaria, encontramos um numero significativamente maior de escolhas
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para o extrato das folhas que sofreram herbivoria em relagcdo ao extrato das fezes (Figura

18).

4. Identificacdo de compostos volateis de folhas danificadas e intactas de Eruca
vesicaria e de fezes de Ascia monuste

As andlises por cromatografia gasosa-espectrometria de massas das aeracdes de
plantas intactas e danificadas de E. vesicaria, extrato de folhas comidas de E. vesicaria,
fezes e extrato de fezes de larvas de A. monuste que se alimentaram de folhas de E.
vesicaria revelaram a presenca majoritaria de 5-tiometilpentano nitrila, principalmente nas
fezes e 4-tiometilbutil isotiocianato, principalmente nas folhas, danificadas ou ndo. Esses
compostos s3o derivados do glicosinolato glucoerucina, caracteristico de E. vesicaria

(Figura 19).
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Figura 18. Porcentagem de respostas das fémeas da vespa parasitoéide C. glomerata por diferentes fontes de odor dentro de um
olfatdmetro em Y. Ao lado, as fontes de odor as quais as vespas parasitoides foram expostas. As barras indicam a porcentagem de
escolha para cada fonte de odor e dentro das barras o numero total de escolhas para cada fonte de odor. A somatoria das percentagens
de repostas perfazem 100%. O P representa o resultado do teste de Chi-quadrado de aderéncia, com valores esperados iguais, € com
correcdo de Yates (Zar, 1999).
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DISCUSSAO

1. Impacto de vespas predadoras no desempenho de larvas de Ascia monuste

De acordo com os resultados que encontramos nesse trabalho, sugerimos que a agéo
das vespas predadoras resultou tanto em efeitos diretos como em efeitos indiretos as larvas
de A. monuste. O efeito direto observado ¢ a diminui¢do da sobrevivéncia das larvas
expostas a agdo das vespas em relagao as larvas protegidas da agdo das vespas. Os efeitos
indiretos, que sao os resultados da percepc¢do do herbivoro a presenga do predador, que
causou uma alteragdo no comportamento alimentar e de alimentagfo, foram notados pela
diferenca de ganho de massa entre os dois grupos de larvas. As larvas que ficaram
protegidas da agdo das vespas e, portanto, ndo sofreram pressdo de predacdo, ganharam
mais massa do que o grupo de larvas expostas a acdo das vespas predadoras.

Os efeitos diretos causados pelas vespas sdo os efeitos resultantes do ataque direto
das vespas as larvas, causando a morte imediata das larvas atacadas. Os efeitos indiretos
também podem causar a morte de larvas, mas através de processos diferentes. Um desses
processos pode ser a mudanga de comportamentos das larvas que, para evitar a predagio,
passam a se refugiar em locais menos favoraveis e se alimentar de partes menos nutritivas
das plantas. Esse comportamento pode aumentar a mortalidade das larvas devido as
condi¢des menos favoraveis de sobrevivéncia e alimentacdo. Os efeitos indiretos podem
ser notados no menor ganho de massa, mesmo que marginal, das larvas que ficaram
expostas a agdo das vespas, indicando que as larvas passaram por algum processo que,
quando comparadas com as larvas protegidas da acdo das vespas, reduziu o ganho de
massa.

Esse processo citado acima pode ser explicado pelo mesmo fendmeno observado
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por Stamp & Bowers (1988, 1991) em que mostraram os efeitos diretos e indiretos
causados por vespas predadoras em larvas de Hemileuca lucina (Saturniidae). Quando as
larvas de H. lucina eram expostas as vespas predadoras, a sobrevivéncia diminuia devido a
efeitos diretos e indiretos. As autoras discutem o fato das vespas forragearem proximas as
larvas, o que leva as mesmas a mudarem de comportamento, passando a se alimentar e
habitar locais menos nutritivos e mais frios das plantas, fatores que os autores consideram
contribuir para a diminui¢do da sobrevivéncia das larvas. O mesmo efeito pode estar
ocorrendo com as larvas de 4. monuste. Porém, ao modificarem o comportamento para
evitar o predador, o que sugerimos que influencia negativamente no seu desempenho, as
larvas de A. monuste podem estar escapando da predacgdo, tornando-se entdo um mecanismo
fundamental para sua sobrevivéncia.

Nesse trabalho ndo mensuramos se, individualmente, as larvas que estavam
expostas as vespas se alimentavam menos ou se deslocavam mais do que em relagao as
larvas protegidas das vespas. Devido aos resultados de desempenho das larvas, inferimos
que esse efeito pode estar ocorrendo nas larvas sob pressdo de predacdo das vespas.
Visualmente, as plantas onde estava se alimentado as larvas protegidas das vespas
apresentaram maior area de foliar que sofreu herbivoria em relago as plantas com larvas
expostas as vespas (dados ndo apresentados). Porém, ndo podemos afirmar que esse efeito
deve-se a uma maior ou menor alimentacéo individual de cada larva, mesmo por que o
numero de larvas foi reduzido no grupo de plantas expostas as vespas, o que,
consequentemente, reduziu a herbivoria nesse grupo.

N3ao houve diferenca estatistica entre os dois periodos em que foram realizados os
ensaios de predagao. Os ensaios foram realizados com uma semana de diferenca e com os

grupos de plantas dispostas em locais diferentes nos dois periodos, o que minimiza, mas
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ndo descarta a possibilidade de ter ocorrido aprendizado das vespas em relagdo a fonte de
proteina oferecida nos experimentos. As vespas predadoras sdo grandes consumidoras de
proteina animal, e a principal fonte de proteina € obtida através da predacdo de larvas de
lepidopteros (Richter 2000). Essas, por serem abundantes em suas comunidades, devem
afetar a distribui¢do e abundancia de espécies com que interagem além de terem um papel
no fluxo de matéria e energia no ecossistema (Jeanne & Davidson 1984). Desta forma, ¢
esperado que as vespas predadoras causassem alguma diminui¢do nas populagdes de
lepiddpteros e, portanto, indiretamente, tenham um efeito positivo nas plantas hospedeiras

desses herbivoros.

2 Sinais quimicos deixados pelas larvas atraem vespas predadoras?

As vespas predadoras estudadas utilizam os sinais quimicos das fezes e das folhas
comidas para localizar suas presas, tal como aproximag¢ao, pouso na planta hospedeira e
forrageio. Nos ensaios, em todos os vasos que continham tratamentos com a fonte de odor
fezes, foram observadas mais vespas efetuando comportamentos relacionados ao forrageio
quando comparado aos vasos com tratamento controle e com plantas danificadas ou sinais
quimicos de plantas danificadas. Adicionalmente, as vespas realizaram mais aproximagdes
¢ passaram mais tempo forrageando em plantas comidas em rela¢do ao controle com
plantas intactas. Houve mais aproximag@o de vespas nas plantas com o extrato de planta do
que nas plantas controle. Em relacdo aos outros comportamentos, houve atividade somente
nas plantas com extrato de folha comida. Estes resultados indicam uma maior atragado deste
sinal em relag@o as plantas intactas sem sinais quimicos de herbivoria. Porém, quando
testamos apenas os sinais quimicos das folhas comidas contra os sinais quimicos das fezes

através dos extratos diclorometanicos, ficou clara a preferéncia de escolha das vespas
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predadoras pelos sinais quimicos das fezes, assim como nos experimentos onde eram
apresentadas as vespas as fezes contra folhas comidas. Esse maior tempo de forrageio em
plantas com sinais de fezes, indica que ao chegar a planta, as vespas devem estar
percebendo um sinal que representa a presenca de uma presa, portanto um sinal confiavel.

As vespas também passaram mais tempo forrageando nas plantas com extrato de
folhas comidas, porém, somente em relagdo ao controle com diclorometano. Esses
resultados nos faz inferir que os que os sinais quimicos das folhas comidas tém importancia
na atracdo das vespas até as plantas, porém nao sao sinais que induzem um comportamento
de forrageio tdo longo quanto que os sinais das fezes induzem. A atracio de vespas
predadoras por plantas atacadas por herbivoros ja foi demonstrada por Richter (1988) e
Cornelius (1993), que observaram que vespas sociais sdo mais atraidas as folhas que
sofreram danos por larvas em relacdo as folhas intactas, tanto pelas pistas visuais como
pelas pistas quimicas emitidas pelo complexo planta-hospedeiro. Porém, ndo ficou claro,
nesses trabalhos, qual sinal € mais determinante na atracdo das vespas, se as pistas visuais
da presenca das fezes e das folhas com sinais de herbivoria ou se as pistas quimicas tanto
das fezes como das folhas danificadas pelos herbivoros.

Posteriormente, a importancia das fezes como pistas quimicas e visuais na atragao
de vespas predadoras foi bem demonstrado em um trabalho com larvas de Epargyreus
clarus Cramer (Lepidoptera: Hesperiidae) (Weiss 2003). As larvas de E. clarus tem o
comportamento de eliminar suas fezes das folhas e dos abrigos que constroem, jogando-as
para longe. A autora, ao recolocar as fezes dentro dos abrigos, observou um aumento nas
visitas e no tempo médio que vespas predadoras permaneciam nas folhas com fezes. No
presente trabalho ao utilizarmos o extrato das fezes, além de confirmar os achados de Weiss

(2003), ficou claro que as vespas predadoras utilizam os sinais quimicos, independente da
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pista visual, das fezes para escolher seu local de forrageio.

Houve uma redugdo no tempo de forrageio nos ensaios com extratos de fezes e de
folhas em relagdo ao ensaio com fezes e folhas comidas. Isso pode ter ocorrido devido a
auséncia do sinal visual ou entdo devido a uma possivel perda de compostos olfativos
durante a preparacdo dos extratos. A auséncia da referéncia visual pode também explicar a
ndo ocorréncia de comportamentos associados ao forrageio quando foram testados somente
0s sinais quimicos em vasos sem plantas.

Em nosso trabalho, quando houve pistas quimicas associadas a pistas visuais (i.e.,
volateis foliares associados a folhas injuriadas e volateis de fezes associados a fezes reais),
houve um maior numero de ocorréncias de todos os comportamentos que assumimos
representar atracdo das vespas pelas pistas. Quando foram apresentados para as vespas
somente os sinais quimicos em plantas sadias, o nimero de eventos comportamentais
relacionados a atragio e forrageio diminuiu. Adicionalmente, quando colocamos pistas
quimicas das fezes em vasos sem plantas, ndo houve nenhuma atividade de vespas
proximas aos vasos. Esse resultado pode ser um indicio da importancia do conjunto de
sinais e pistas para as vespas predadoras interpretarem um sinal como evidéncia de
presenca de recurso alimentar.

O uso de pistas visuais por vespas predadoras é associado a reconhecimento de
areas para forrageio (sinalizac@o usada para longas e médias distancias) enquanto as pistas
olfativas sdo usadas como pistas para determinar onde a vespa deve pousar (sinalizagio
usada em curtas distancias) (Richter & Jeanne 1985, Moreyra et al. 2006). Assim, sem a
referéncia visual de uma planta (area de forrageio), somente o sinal quimico nio
desencadeou o comportamento de forrageio nas vespas naquele local (vaso vazio).

Podemos explicar a preferéncia pelo uso de pistas quimicas oriundas das fezes em
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relagdo as pistas quimicas das folhas pela teoria da confiabilidade e detectabilidade (Vet &
Dicke 1992). Os sinais quimicos das folhas podem ser detectaveis para as vespas, tanto que
houve resposta das vespas para esse sinal nesse trabalho, porém nao devem ser tdo
confidveis quanto as pistas quimicas das fezes das larvas. Por serem predadoras
generalistas (Richter 2000), as vespas predadoras podem se beneficiar ao usarem sinais de
fezes para encontrarem uma gama grande de presas em um ambiente heterogéneo (Weiss
2003). Os volateis emitidos por folhas danificadas podem refletir ndo somente danos
causados por herbivoros, mas, em alguns casos, por qualquer outro agente do ambiente,
como o0 vento ou outros animais, sendo, portanto, menos confiaveis em relagdo aos sinais
das fezes. As pistas quimicas das fezes, além de serem detectaveis, sdo sinais fiéis e

confiaveis da presenca de uma presa.

3. Sinais quimicos que atraem vespas predadoras também atraem vespas
parasitoides?

Ao contrario do encontrado nos ensaios com vespas predadoras, as fémeas de C.
glomerata responderam, preferencialmente, aos sinais quimicos presentes nas folhas em
relagdo aos sinais das fezes. Os ensaios com olfatometro mostraram que as vespas
parasitoides escolheram os odores relacionados as folhas comidas de E. vesicaria em
relagdo aos odores das fezes das larvas de A. monuste.

O uso, por vespas parasitoides, de pistas quimicas de folhas que sofreram herbivoria
por parasitoides para encontrarem seus hospedeiros ja ¢ amplamente discutido na literatura
(Turlings et al. 1991, Mattiacci et al. 1994, para revisdo ver Vet & Dicke 1992 e Hopkins et
al. 2009). Estas, através dos volateis emitidos pelas folhas, podem diferenciar plantas

hospedeiras que foram atacadas por diferentes herbivoros, diferenciando hospedeiros de
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ndo hospedeiros, e diferenciar folhas que sofreram danos mecanicos de folhas atacadas por
herbivoros, mostrando a alta capacidade dessas vespas em identificarem pistas quimicas
confiaveis de plantas atacadas por seus hospedeiros herbivoros (Agelopoulos & Keller
1994a).

O papel das fezes de herbivoros na atracdo de vespas parasitoides também ¢ bem
conhecido na literatura. As vespas podem usar os sinais das fezes para diferenciar
herbivoros hospedeiros de nao hospedeiros (Agelopoulos & Keller 1994b, De Moraes ef al.
1998) e fase larval (Mattiacci & Dicke 1995, Agelopoulos et al. 1995, Para revisao ver

Weiss 2006).

4. Diferencas entre sinais quimicos utilizados por vespas predadoras e
parasitoides

Tanto as vespas predadoras quanto as vespas parasitoides sdo atraidas por sinais
quimicos, tanto sinais das fezes como sinais das folhas atacadas. Porém ha diferencas entre
as vespas predadoras e as fémeas de C. glomerata: enquanto as vespas predadoras se
orientam preferencialmente por sinais quimicos das fezes, as fémeas de C. glomerata se
orientam preferencialmente por sinais quimicos das folhas comidas.

Essas diferencas podem ser explicadas pela teoria da confiabilidade e
detectabilidade (Louise & Vet 1992) que pode gerar diferencas nas estratégias de forrageio
para cada grupo de vespas.

Uma destas diferencas pode ser em relacdo a importancia do habitat para o
forrageador. Para as vespas predadoras, as caracteristicas da planta hospedeira do
herbivoro nao sdo importantes, a planta hospedeira ndo representa um recurso, dessa forma,

a sinalizagdo da planta seria menos importante e a sinalizacéo das fezes, que ¢ um sinal
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honesto e confiavel da presenca da presa, tem mais importancia para a vespa predadora. O
sinal das folhas comidas podem ser detectaveis, porém sdo menos confiaveis do que os
sinais das fezes.

J& as fémeas de C. glomerata t€m uma relacdo mais estreita com as plantas
hospedeiras dos herbivoros, a qualidade destas plantas ¢ importante, ja que sera a planta
hospedeira onde o hospedeiro de sua prole se desenvolvera. Em uma revisao sobre a familia
Braconidae (Matthews 1974), a qual pertence a C. glomerata, é sugerido que antes de
encontrar seu hospedeiro, as vespas tém que encontrar o habitat do seu hospedeiro. Uma
das formas de encontrar o habitat do seu hospedeiro seria seguindo as pistas quimicas do
habitat do hospedeiro. Essa hipdtese reforga a importancia das fémeas de C. glomerata
identificarem sinais da planta atacada por seu hospedeiro. Logo, o sinal da planta atacada,
deve ser um sinal confidvel para as vespas parasitoides seguirem.

Um trabalho com uma vespa parasitoide do género Cotesia, mostrou que estas sao
mais atraidas por plantas recém-atacadas quando comparadas com plantas atacadas ha mais
tempo (Agelopoulos & Keller, 1994). Em nosso sistema foram testadas folhas recém-
atacadas contra fezes. As fezes podem representar um sinal atraente para a vespa
parasitoide, porém, quando deparada com um sinal quimico de folhas recém-atacadas, deve
haver uma preferéncia pelo sinal das folhas. Adicionalmente, outra caracteristica do
comportamento de forrageio de vespas parasitoides demonstrado por Wolfling & Rostas
(2009) pode ajudar a explicar a preferéncia das fémeas de C. glomerata pelas pistas
quimicas das folhas em detrimento as pistas quimicas das fezes. Os autores mostraram que
uma vespa parasitoide do género Cotesia identifica pistas quimicas relativas a pegadas de
sua larva hospedeira, uma larva da borboleta do género Spodoptera (Noctuidae), nas folhas

que sofreram herbivoria. Eles sugerem que as vespas seriam atraidas por volateis foliares
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até o local da planta préximo de onde seus hospedeiros estariam se alimentando. Uma vez
na folha as vespas seguem as pistas quimicas das pegadas das larvas para encontrar o local
exato da larva hospedeira. Se o mesmo ocorre com as fémeas de C. glomerata, fica mais
claro entender o porqué da preferéncia pelos sinais quimicos das folhas, j& que as folhas
fornecem uma gama de pistas para a vespa encontrar seu hospedeiro (ver também Rostas &
Wlfling 2009).

Podemos sugerir papeis diferentes para as pistas quimicas das folhas e das fezes na
atracdo das fémeas de C. glomerata, enquanto as folhas emitem sinais quimicos que sio
importantes em curtas distancias, os sinais quimicos das fezes podem estar desempenhando
um papel de adicional na atracdo a longas distancias. O uso dos sinais quimicos das fezes
para atragdo a longa distancia ja ¢ sugerido para outras espécies de vespas parasitoides
(Lewis & Tumlinson 1988, Eller et al. 1988), suportando essa sugestao.

Vespas predadoras sdo generalistas e oportunistas, podendo até se alimentar de
carnigas de insetos mortos por outros predadores (Richter, 2000). E esperado que a
capacidade de deteccdo de pistas refinadas e precisas por vespas predadoras seja menor do
que quando comparado com vespas parasitoides especialistas em um grupo restrito de
hospedeiros, tendo, portanto, evoluido para serem precisos em encontrar seus hospedeiros.
Para uma vespa parasitoide, um sinal emitido por uma folha que sofreu herbivoria
recentemente e que contenha pistas como volateis foliares decorrentes da interagdo com
saliva do herbivoro, pistas quimicas das pegadas, pistas quimicas da ceda produzida pelas
larvas, mais as fezes, para uma vespa parasitoide, deve ser um sinal confidvel da presenga
de um hospedeiro. Para uma vespa predadora o sinal de folhas recém-atacadas pode ser
pouco detectavel ou pode se confundir com o sinal quimico de folhas que sofreram danos

mecanicos, sendo, portanto pouco confiavel.
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Ja vespas predadoras generalistas e oportunistas, devem buscar no ambiente sinais
mais gerais da presencga de sua presa, ¢ as fezes representam esse sinal. As vespas
predadoras ndo devem ser atraidas por algum composto especifico das fezes, mas sim por
compostos gerais, comuns as fezes de muitos herbivoros. Entao ¢ esperado que vespas
predadoras sejam atraidas por fezes de herbivoros de um modo geral, e foi o que
encontramos em ensaios realizados em carater preliminar na mesma area de estudo deste
trabalho. Fezes de Danaus erippus Cramer, 1775 (Lepidoptera: Nymphalidae) que se
alimentaram de Asclepias curassavica L. (Apocynaceae) atrairam vespas predadoras para
forragearem em plantas de 4. curassavica totalmente danificadas e ja sem folhas (Daniela

Rodrigues, observacdo pessoal).
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CONCLUSOES

Encontramos em nosso trabalho resultados que mostram o potencial de vespas
predadoras em controlar populacdes de A. monuste. Porém temos que ter cuidado para nio
superestimar a capacidade de vespas predadoras afetarem populagdes de lepidopteros e em
alterar a composi¢do de espécies de uma comunidade. As condi¢des em que foram
realizados os ensaios ndo refletem as condigdes naturais em que os herbivoros vivem. A
predagao por diversos predadores, competigdo e variagdo na qualidade de recurso para o
herbivoro so fatores importantes e podem influenciar o tamanho populacional de uma
espécie. Entretanto, ficou evidente a capacidade de vespas predadoras em predar larvas de
A. monuste com eficiéncia.

A capacidade de detectar os sinais quimicos e o quanto estes sdo confidveis para as
vespas predadoras e parasitoides gera diferencas entre 0 modo de forragear desses dois
grupos e é o que determina a diferenga entre os resultados encontrados. Para vespas
predadoras, os sinais das fezes sdo mais confidveis e sdo detectaveis, funcionando como um
bom sinal para que iniciem o comportamento de forrageio. Ja para as vespas parasitoides, a
relagdo que tém com a planta hospedeira (local onde o hospedeiro de sua prole se
desenvolverd) determina a importancia dos sinais emitidos pelas folhas comidas como um
sinal confiavel para realizarem a busca por hospedeiros.

Entretanto, ndo conseguimos determinar se as vespas predadoras e a vespa
parasitoide estariam usando compostos quimicos especificos presentes nas fezes e nas
folhas para se guiar ou se estariam usando uma combinagdo dos compostos. Trabalhos
futuros podem desvendar algumas questdes ndo respondidas por esse trabalho, como por

exemplo:
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1. As vespas predadoras e parasitoides estdo respondendo a algum composto
especifico ou a um conjunto de compostos presentes no sistema folha-herbivoro e nas
fezes? Ensaios similares aos executados neste trabalho, porém, comparando os compostos
isolados contra compostos combinados, sdo necessarios para concluir se os inimigos
naturais da A. monuste estariam se referenciando por compostos isolados ou pela
combinacdo dos compostos presentes nas fezes e nas folhas. O uso de eletro-antenograma
também deve ser considerado como ferramenta para responder essa questao.

2. Larvas parasitadas tém o comportamento alterado para aumentar a sua
sobrevivéncia frente a predadores e assim garantir a sobrevivéncia das larvas de
parasitoides? Ensaios comparando-se alteragdes comportamentais, morfologicas e de
sobrevivéncia frente a pressdo de predagdo por vespas, ou mesmo outros predadores,
podem ajudar a solucionar essas duvidas;

3. Vespas predadoras podem ser atraidas por diferentes fezes de diferentes
herbivoros? Ensaios comparando a atra¢io de vespas predadoras as plantas com diferentes
fezes podem elucidar ainda mais o quanto as fezes podem ser importantes para as vespas
durante o forrageio. Se em plantas iguais, mas com fezes diferentes ha preferéncia pela
combinacgio fezes + planta hospedeira contra fezes + planta ndo hospedeira. Se houver uma
preferéncia pelas fezes alocadas em plantas hospedeiras onde os herbivoros se alimentaram,
podera indicar a importancia do conjunto de sinais fezes + plantas para as vespas
predadoras. E pelo contrario, se as vespas forragearem igualmente em todas as plantas,
indicard uma maior importancia das fezes e ndo do conjunto de sinais.

Para as plantas, o que seria mais vantajoso, atrair vespas predadoras ou vespas
parasitoides? Ensaios com foco no desempenho de plantas que sob pressdo de herbivoria

sdo protegidas por vespas predadoras, por vespas parasitoides e ambas.
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