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ASPECTOS ECOLOGICOS DE UM MINADOR FOLIAR EM ERYTHROXYLUM
TORTUOSUM MART. (ERYTHROXYLACEAE): QUALIDADE DA PLANTA,
ANATOMIA DAS MINAS E VARIACAO HIERARQUICA DE TRACOS VEGETAIS.
2008. 79 P DISSERTACAO (MESTRADO) — INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP —
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

Resumo - No presente estudo foram investigados diversos aspectos ecoldgicos provenientes da
interacdo entre Evippe, um microlepidéptero minador foliar, e Erythroxylum tortuosum, planta
tipica do Cerrado. Dentre as diversas questdes investigadas, este estudo teve trés objetivos
principais: 1) verificar se a herbivoria provocada pelos minadores pode gerar diferencas na
qualidade do recurso, causando variabilidade no sistema; 2) investigar em quais niveis
hierdrquicos ocorre variagoes significativas de determinados tracos vegetais (quimicos e fisicos),
com e sem a presenga de minadores foliares, e 3) determinar se as fémeas de Evippe apresentam
preferéncia de oviposicdo por folhas de E. fortuosum com diferengas no teor de dgua, no nivel de
assimetria e na area foliar. O teor de nitrogénio decaiu ao longo das fases de desenvolvimento
para todos os tipos de tecido (minado, ndo minado de folha minada e sadio de folha ndo minada).
No caso dos diferentes tipos de folha, diferencgas significativas nos valores médios do teor de
nitrogénio nas fases intermedidria e final foram observadas, em que o tecido minado apresentou
os maiores valores médios. Na fase final, o teor de nitrogénio diferiu significativamente para
todos os tipos de tecido, e o maior e menor valor médio foram obtidos para os tecidos minados e
tecidos sadios de folhas minadas, respectivamente. No caso do conteudo de taninos, s6 houve
diferencga significativa entre os tipos de tecido em folhas minadas. Constatou-se que a maior
variabilidade do teor de nitrogénio ocorreu em nivel de planta, seguida por tipo de folha, ficando
a variavel ‘amostras’ com a menor variabilidade. No caso do conteido de taninos, o inverso
aconteceu, onde a maior variabilidade foi observada em nivel de amostra e a menor variabilidade
foi verificada em nivel de planta. No caso do teor de d4gua a maior variabilidade encontrada foi
em nivel de planta, seguida pela variabilidade em nivel de folha. No caso da drea foliar, a maior
variabilidade foi encontrada em nivel de folha, aparecendo em seguida o nivel de planta; ji a
assimetria flutuante apresentou grande variabilidade em nivel de folha. Portanto, conclui-se que
plantas de E. tortuosum ndo podem ser consideradas como “ilhas” de qualidade homogénea, uma
vez que variacOes considerdveis dentro das plantas foram observadas. Conseqiientemente,
grandes variacOes internas devem ocorrer mesmo em plantas de pequeno/médio porte,
influenciando o nivel de resolu¢@o da escolha do recurso pelos herbivoros. Constatou-se também
que houve preferéncia de oviposi¢do em folhas com menores teores de dgua. No caso da drea
foliar e AF, ndo foram encontradas diferencas significativas entre folhas com e sem ovos. Os
resultados do presente estudo também mostraram que E. fortuosum possui epiderme
uniestratificada, células mucilaginosas e papilosas e bordo foliar acuminado. Devido ao exposto,
estudos de preferéncia de oviposi¢do e exploracdo de recursos devem levar em consideragao
diversos niveis hierdrquicos, buscando-se padrdes nas corretas escalas espaciais de observacao.

Palavras-chave: Interacdo inseto-planta, herbivoria, qualidade da planta, niveis hierarquicos,
minador foliar, Cerrado, Erythroxylum tortuosum.



ECOLOGICAL ASPECTS OF A LEAFMINER IN ERYTHROXYLUM TORTUOSUM
MART. (ERYTHROXYLACEAE): PLANT QUALITY, MINE ANATOMY AND
HIERARCHICAL VARIATION IN PLANT TRAIT. 2008. 79 P DISSERTACAO
(MESTRADO) — INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL
PAULISTA, BOTUCATU.

Abstract — In this study we investigated several ecological questions from the interaction
between the leafminer Evippe and Erythroxylum tortuosum, a typical plant from Cerrado.
Among all aims, the main questions studied were to: 1) verify whether herbivory by leafminers
produces variability in resource quality, causing variability into the system; 2) investigate in
which hierarchical levels significant variations of some plant traits (physical and chemical) may
occur, with and without leafminers, and 3) determine whether Evippe females show oviposition
preference for E. tortuosum leaves with differences in water content, asymmetry levels and leaf
area. Nitrogen content decreased throughout leaf development for all leaf tissues (mined,
unmined in mined leaf, and healthy tissue in unmined leaf). For all leaf types, significant
differences in nitrogen content in intermediary and final developmental phases were observed, in
which the mined tissues presented the highest mean values. In the final phase, nitrogen content
differed significantly for all types of tissues, and the highest and smallest mean values were
verified for mined and healthy tissues from mined leaves, respectively. Tannin contents only
presented significant differences between mined and unmined tissues in mines leaves. Large
variation in nitrogen content was observed at the plant level, followed by leaf type, and the least
variation occurred at the ‘samples’ resolution level. On the contrary, for tannin content large
variation occurred at the sample level and least variation was verified at the plant level. For
water content the large variability was demonstrated at the plant level, followed by leaf level,
and for leaf area, the large variability occurred at the leaf level, followed by plant level.
Fluctuating asymmetry was the plant trait that presented large variation at the leaf level. It was
concluded that E. tortuosum plants cannot be considered as “islands” of homogeneous resource
quality, since considerable variation within plants were observed. Hence, internal plant variation
may occur even for medium or small plants, influencing the resolution level of resource choice
by herbivores. Finally, it was verified that there was a choice for oviposition in leaves with less
water content. For leaf area and fluctuating asymmetry differences in oviposition choice were
not observed. Results also showed that E. tortuosum presents uniseriate epidermis, and
mucilaginous and papillary cells, and acuminate leaf edge. Therefore, for studies of oviposition
choice and resource exploitation, the hierarchical levels should be taken into account, searching
for patterns in the correct spatial scales of observation.

Key-words: Insect-plant interaction, herbivory, plant quality, hierarchical levels, leafminers,
Cerrado, Erythroxylum tortuosum.
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Introducao Geral

1. Efeito da qualidade nutricional das plantas em populagdes de insetos herbivoros

Os insetos representam cerca de 57% das espécies existentes no planeta e sdo muito
importantes ecoldgica e economicamente para o homem. Segundo Strong (1984) 26% da
biota € constituida de insetos herbivoros e 22% de plantas. Desta forma, as relagdes troficas
entre insetos e plantas sdo fundamentais para a evolugdo e desenvolvimento dos dois grupos.
Muitos aspectos na vida dos insetos tais como, comportamento, fisiologia e ecologia
dependem da qualidade do alimento utilizado. Caracteristicas fisicas, morfolégicas e quimicas
das plantas podem alterar o comportamento dos insetos e também interferir na sua biologia,
reduzindo sua adaptacao e conferindo protecdo as plantas (Coley & Barone, 1996).

O processo de herbivoria foliar representa um dos processos funcionais mais
importantes em ecossistemas vegetais (Dirzo & Dominguez, 1995; Coley & Barone, 1996). O
herbivoro interfere no desempenho da planta através da reducio da drea de captura de luz,
remo¢do de nutrientes e aumento da incidéncia de patdégenos, ou até mesmo provocando a sua
morte (Dirzo, 1984; Dirzo & Dominguez, 1995). De modo geral, plantas estabelecidas em
ambientes de estresse hidrico ou nutricional, como nas savanas, tendem a sofrer elevadas
taxas de herbivoria foliar (Coley & Barone, 1996), e outros fatores como distribui¢do e
densidade da planta hospedeira, também alteram expressivamente a intensidade da herbivoria.
O fogo no cerrado, por exemplo, pode beneficiar a herbivoria, pois induz a um novo
crescimento levando a um aparecimento de folhas jovens e vigorosas (Seyffarth et al., 1996).

Sabe-se que as populacdes de insetos freqiientemente apresentam flutuacdes em
tamanho, e este fato tem gerado diversas especulacdes sobre quais fatores limitam o tamanho
destas populagdes, principalmente em insetos que apresentam herbivoria. Em sistemas
naturais os insetos herbivoros podem ter sua densidade populacional regulada e/ou controlada
pela densidade das espécies vegetais e/ou pela acdo de inimigos naturais (parasitdides,
predadores ou mesmo agentes patogénicos) (Edwards & Wratten, 1981; Pizzamiglio, 1991).
Hairston et al. (1960) argumentaram que como os herbivoros raramente consomem todos 0s
recursos disponiveis (“o mundo é verde”), suas populacdes devem ser limitadas pelos
inimigos naturais, € ndo pela abundancia de recursos. No entanto, diversos estudos tém
demonstrado que as populacdes de insetos herbivoros podem ser limitadas tanto pelo tipo de
recurso disponivel (forcas do tipo ‘bottom-up’), como pela a¢do de inimigos naturais (forgas
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do tipo ‘top-down’) (ex. Roininem et al., 1996; Hunter et al., 1997; Stiling & Rossi, 1997;
Turlings & Benrey, 1998; Turchin et al., 1999). Assim, o sucesso no desenvolvimento dos
insetos herbivoros estd diretamente relacionado a qualidade nutricional das plantas utilizadas
como recursos, sendo um exemplo importante de for¢a do tipo ‘bottom-up’ em cadeias
tréficas (Price, 1992; Crawley, 1996; Stiling & Rossi, 1997; Stiling, 1999; Gurevitch et al.,
2002).

A disponibilidade de nutrientes nas plantas pode influenciar a selecdo do hospedeiro
pelo inseto. Dentre os macronutrientes, o nitrogénio é considerado de grande importancia para
a sintese de aminodcidos e proteinas, que sdo limitantes para a sobrevivéncia dos insetos
(Marschner, 1995). Segundo Kerpel et al. (2006), fémeas de Heliconius erato phyllis
(Fabricius) (Lepidoptera: Nymphalidae) costumam escolher ramos de plantas com maior
conteddo de nitrogénio para oviposi¢do, provocando também um melhor desempenho das
larvas.

Considerando que tanto os macronutrientes como os micronutrientes sdo distribuidos de
forma ndo uniforme entre as plantas, ou mesmo dentro de uma mesma planta, os insetos
herbivoros sdo diferentemente adaptados a explorar as plantas hospedeiras, onde apenas uma
parte do recurso disponivel é geralmente utilizada como alimento (Strauss & Zangerl, 2002).
A combina¢do do modo de alimentacdo e diferengas nutricionais entre plantas e partes das
plantas implica que dificilmente os insetos herbivoros apresentardo um tempo de
desenvolvimento exatamente igual, mesmo em casos de grande especializagdo entre a planta
hospedeira e o inseto herbivoro. Conseqiientemente, tal variabilidade de desenvolvimento €
agente causador de heterogeneidade espacial no desenvolvimento e desempenho dos
herbivoros tendo, sem divida, conseqiiéncias diretas na dindmica da cadeia tréfica (Jolivet,
1998; Herrera & Pellmyr, 2002).

Em particular, a heterogeneidade na qualidade nutricional das plantas pode afetar
significativamente o tamanho corporal dos insetos herbivoros (Price, 1992; Teder &
Tammaru, 2002; Kagata et al., 2005). Em contrapartida, o tamanho corporal de um inseto
adulto é freqiientemente um bom indicador dos parametros de histéria-de-vida (ex:
fecundidade, longevidade e sobrevivéncia), tendo implicacdes diretas para a dinamica
populacional (Leather, 1988; Nylin & Gotthard, 1998; Awmack & Leather, 2002). No
entanto, a maioria dos dados provenientes de estudos que investigam os efeitos da qualidade
nutricional das plantas no desempenho de insetos herbivoros € proveniente de estudos

conduzidos no laboratério. Conseqiientemente, pouco se sabe sobre os efeitos da variabilidade



da qualidade nutricional das plantas nas variacdes dos tamanhos corporais em populacdes
naturais de insetos herbivoros (Kaitaniemi et al., 1999). Além disso, Koricheva et al. (1998)
demonstraram que, dependendo da condi¢do ambiental estudada, tanto plantas vigorosas
como plantas sob estresse podem fornecer fontes alimentares adequadas para o
desenvolvimento de insetos herbivoros, sendo uma questdo que ainda gera controvérsias.

No entanto, além de interferir de forma significativa no desempenho dos insetos
herbivoros, a variagdo da qualidade nutricional das plantas também afeta o terceiro nivel
tréfico, ou seja, os parasitdides e os predadores (Moon et al., 2000; Moon & Stiling, 2002;
Teder & Tammaru, 2002; Hunter, 2003; Kagata et al., 2005). Lill et al. (2002) demonstraram
que as taxas de parasitismo em diversas espécies de Lepidoptera ocorrentes em sistemas
florestais do Canadd sao fortemente dependentes da planta hospedeira. De fato, os dados
analisados por Lill er al. (2002) fornecem importantes evidéncias de que a variacdo na
qualidade nutricional das plantas € determinante para a ecologia populacional dos
parasitéides. Por exemplo, plantas de qualidade nutricional inferior devem afetar de forma
adversa o crescimento e desenvolvimento de insetos herbivoros. Assim, o longo tempo de
desenvolvimento de insetos hospedeiros, associado a baixa qualidade nutricional das plantas,
deve aumentar suas chances de exposicdo aos parasitdides (slow-growth, high-mortality
hypothesis) (Benrey & Denno, 1997; Lill & Marquis, 2001; Awmack & Leather, 2002;
Cornelissen & Stiling, 2005).

Segundo a hipétese de Ehrlich & Raven (1964), as angiospermas, através de mutacdes
ou recombinacdes ocasionais, passaram a produzir substancias além das relacionadas com
seus processos metabdlicos normais, como a fotossintese e respiracdo. as quais foram
denominadas substancias secunddrias. Algumas dessas substancias tornavam as plantas menos
palataveis aos insetos herbivoros, constituindo um meio de defesa. As plantas podem estar
indisponiveis tanto para o hospedeiro como para o parasitdide devido a auséncia ou a baixa
disponibilidade de certos componentes quimicos (principalmente nitrogénio) necessdrios ao
desenvolvimento destes insetos, bem como a presenga de certos aleloquimicos téxicos e
compostos de baixa digestibilidade como os taninos (Barbosa, 1988; Fox et al., 1996). As
lesdes nos tecidos vegetais causadas pela herbivoria podem desencadear a producdo de certos
compostos como os terpendides que atuam nos insetos herbivoros, mas também podem atuar
como atrativos para parasitéides, podendo assim ser uma protecao adicional para as plantas
(Turlings, 1990). Mas em alguns casos, componentes quimicos presentes nas plantas podem

ser usados por insetos herbivoros como meio de defesa contra os parasitoides (Pasteels et al.,
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1989; English-Loeb et al., 1993). Alguns compostos podem servir como aleloquimicos ou
como nutrientes, dependendo da sua concentracdo, da fisiologia do inseto e das condi¢des
ambientais, além disso, a distin¢do entre toxina e redutores de digestibilidade ndo € bem clara,
podendo um aleloquimico afetar de diversas maneiras o desempenho dos insetos herbivoros
(Scriber & Slansky,1981).

As defesas quimicas podem ser classificadas como qualitativas e quantitativas. As
defesas qualitativas, como por exemplo, alcaldides e glicosideos sdo caracterizadas pela
toxicidade e estdo presentes nos tecidos vegetais em baixas concentragdes. As defesas
quantitativas tém sua atuacao no inseto dependendo da dosagem, geralmente sdo encontradas
em altas concentra¢des, como por exemplo, o tanino que pode chegar a 60% do peso seco dos
tecidos vegetais e atuam como inibidores digestivos, proporcionando prote¢do contra
herbivoros e patégenos (Rhoades, 1979; Stiling, 1999). Os taninos e outros compostos
fendlicos sdo os compostos de defesas mais encontrados nas plantas os quais tém a
capacidade de precipitar proteinas e possuem sabor adstringente (Rhoades, 1979). A
vegetacdo do cerrado, por exemplo, por apresentar baixa disponibilidade de nutrientes, investe
mais em defesas quimicas quantitativas a base de carbono como lignina e tanino (Salatino,
1993).

As plantas possuem também diversas defesas fisicas, como cuticula dura ou lisa,
espinhos, tricomas e fibras, as quais dificultam a fixacdo e a alimentacdo dos insetos. A
digestibilidade de plantas fibrosas pelos insetos é geralmente baixa e a concentracdo de fibras
costuma aumentar com a maturacdo foliar. Portanto, a baixa digestibilidade das folhas
maduras pode estar relacionada a grande quantidade de fibras e a reducdo do conteido de
nitrogénio e dgua (Mattson & Scriber, 1987). Segundo White (1984), plantas sob estresse sao
melhores fontes de alimento aos herbivoros, devido a menor producdo de compostos
secundérios, como taninos e terpenos, que sdo utilizados como mecanismos de defesa pela
planta. De fato, muitos insetos fitéfagos freqiientemente alcancam maiores densidades
populacionais em plantas que estdo sob algum tipo de estresse (Ricklefs, 2003).

O nitrogénio (N) é um dos nutrientes necessdrios em maior quantidade as plantas
superiores, sendo entre todos os elementos minerais o mais limitante ao crescimento. Esse
elemento é um constituinte essencial de todos os seres vivos, representa de 1,3 a 6,0 % da
massa seca da planta (Marschner, 1995). Aproximadamente 80 a 90% do nitrogénio vegetal
estdo sob forma de proteinas, definindo o estado nutricional das plantas. Mattson & Scriber

(1987) consideram o nitrogénio e a dgua como importantes mediadores nas relacdes de



herbivoria. Scriber & Slansky (1981) propuseram que os niveis de &agua e nitrogénio
encontrados nas plantas sdo correlacionados positivamente com a herbivoria, pois insetos
fazem uso dessa fonte alimentar para seu desenvolvimento e sobrevivéncia. Pode-se ainda
ressaltar que plantas que possuem baixo teor de nitrogénio e 4gua tendem a apresentar uma
maior riqueza de compostos secunddrios com base em carbono, como os fendis e terpendides

(Mattson, 1980).

2. Plantas, insetos herbivoros e parasitoides

Nos ecossistemas naturais a grande variedade de estratégias pelas quais os insetos
herbivoros obtém o alimento e o alto grau de especializacido que essa relagdo pode chegar, sdo
aspectos muito importantes segundo Schoonhovem et al. (2005). Os insetos herbivoros
podem explorar suas plantas hospedeiras de diversas formas; por exemplo, alguns se
alimentam externamente, cortando e mastigando os tecidos, outros retiram O recurso por
succao em células individuais ou no sistema vascular das plantas, ja outras espécies abrigam-
se dentro de estruturas das plantas e consomem tecidos internos, como por exemplo, os
minadores e galhadores (Strauss & Zangerl, 2002).

Um aspecto muito importante no estudo da ecologia de insetos minadores € a
distribuicao dos individuos entre as plantas e entre as folhas da espécie hospedeira. Esses
estudos sdo de grande importancia, pois revelam mecanismos de escolha do local de
oviposicdo, o que é fundamental para a sobrevivéncia da progénie desses insetos, devido ao
habito sedentdrio das larvas (Diniz et al., 2001). Muitos insetos das ordens Coleoptera,
Diptera, Hymenoptera e Lepidoptera, possuem hdbito minador e em geral a ordem
Lepidoptera é a que possui maior diversidade de espécies minadoras, as quais sdo encontradas
principalmente em arvores e arbustos, ja os insetos da ordem diptera sdo mais encontrados em
plantas herbaceas (Verdd, 1996). Larvas de insetos, principalmente da familia Lepidoptera,
sao muito utilizadas como hospedeiras por insetos parasitdides, principalmente da ordem

Hymenoptera (Onody, 2005)



2.1 Consideragoes gerais sobre a ordem Lepidoptera

E a segunda ordem de insetos em nimero de espécies descritas, superada apenas pela
ordem Coleoptera, e compreende os insetos conhecidos como borboletas e mariposas (Gallo
et al., 2002; Lara, 1991). Segundo Buzzi (2002), aproximadamente 150.000 espécies ja foram
descritas para a fauna mundial e estima-se que o numero total de lepidopteros deve chegar a
255.000 espécies. As formas jovens sdo denominadas larvas, lagartas ou mandruvés. Os
adultos do grupo apresentam asas membranosas cobertas por escamas; antenas alongadas de
formas varidveis; olhos compostos grandes e ocelos; abdome cilindrico, com dez segmentos,
sem cercos; metamorfose completa, com nimero varidvel de mudas no estagio larval, sendo a
maioria de quatro a oito. Seu papel ecoldgico é de grande importancia, seja na fase de ovo ou
na fase larval, por participarem de um conjunto de interacdes tritroficas nos ecossistemas,
mediando interagdes entre o primeiro (plantas) e o terceiro nivel tréfico (parasitéides e
predadores), resultando em sofisticadas relacdes de adaptagcdo e coevolugido, relacionadas as
estratégias de ataque e defesa (Jones et al., 2002, Estriga, 2007).

Evolutivamente, a interacdo planta-herbivoro é provavelmente responsavel por grande
parte da diversidade terrestre e os lepidopteros constituem a maior radiagdo entre os insetos
fitofagos, com a quase totalidade das lagartas vivendo as expensas de plantas.

A fauna de lepiddpteros em plantas do cerrado se insere no padrdo da regido tropical,
ou seja, baixa abundancia relativa de cada espécie (Price et al., 1995). Sabe-se que a
freqliéncia das lagartas nas plantas € baixa e varia de acordo com a idade relativa das folhas e
com a espécie hospedeira, e as espécies mais abundantes em determinada planta parecem ser
aquelas com maior especificidade em sua dieta (Diniz & Morais, 1997).

No cerrado, 64% das espécies de lagartas apresentaram especificidade ao hospedeiro,
consumindo apenas plantas da mesma familia (Marquis et al., 2002). Informacdes sobre a
dieta de lagartas de lepiddptera sdo escassas. Por exemplo, Janzen (1995) estimou que cerca
de 90% das espécies de lagartas da floresta seca no Parque Nacional de Santa Rosa (Costa
Rica) estdo restritas a uma tnica espécie de planta (mondfagas) ou a espécies dentro de uma
mesma familia de planta (oligéfagas), e as que se alimentam de varias familias de plantas
(polifagas) sao bastante raras (Diniz et al., 2001). A especificidade na utilizagdo do recurso
parece também estar associada ao hdbito de alimentagdo. Por exemplo, lagartas que se

alimentam internamente em tecidos vegetais (ex. minadores, galhadores e broqueadores) e as



que se utilizam de abrigos formados por folhas ou outros materiais, tendem a ter uma dieta
mais restrita que as lagartas expostas (Gaston, 1992).

Diniz & Morais (2001) estudaram a composi¢ao da fauna e o grau de especificidade da
dieta de lagartas de lepidopteros associadas a plantas hospedeiras do cerrado no Distrito
Federal. Neste estudo os autores mostraram que cerca de 47% das espécies de lagartas
folivoras foram encontradas em apenas uma espécie de planta (mondfagas), enquanto 20%
foram olig6fagas ocorrendo em apenas uma familia, e 33% foram polifagas. Os autores ainda
ressaltaram que as maiores dificuldades nas andlises do grau de especificidade de dieta nos
diferentes grupos de mariposas ocorrem devido a escassez de informagdes sobre suas plantas
hospedeiras. Um padrdo ja detectado no cerrado € a ocorréncia do pico de abundancia das
lagartas na primeira metade da estacdo seca (maio a junho), quando a pluviosidade é bastante
baixa, e bem antes do pico de producdo de folhas, que ocorre entre setembro e novembro

(Morais et al., 1999, Marquis et al., 2002).

2.2 Algumas consideragoes sobre insetos parasitoides

O termo parasitdide € utilizado para designar insetos cujas larvas se alimentam sobre
ou no interior do corpo de um artrépodo hospedeiro, levando-o quase sempre a morte. O
grupo dos parasitéides € constituido principalmente por insetos da ordem Hymenoptera, mas
inclui também muitos dipteros. Os adultos sdo de vida livre, mas ovipositam em, sobre ou
perto de outros insetos (Godfray, 1994; Begon et al.,2007).

Os parasitéides podem ser classificados segundo seu crescimento larval em:
ectoparasitéides (desenvolvimento externo, alimentando-se através de lesdes no tegumento do
hospedeiro); endoparasitéides (desenvolvimento e alimentagcdo no interior de um hospedeiro);
idiobiontes (a oviposicao € feita préxima ou no hospedeiro, que € paralisado ou morto, e do
qual a larva emergente se alimenta); e coinobiontes (a oviposi¢ao € feita em um hospedeiro
que ¢é imobilizado temporariamente). A maioria das espécies sdo endoparasitdides
coinobiontes (Gauld et al., 1992).

Os parasitoides possuem grande importancia bioldgica e ecoldgica por participarem de
mais de 50% das cadeias alimentares terrestres (LaSalle & Gauld, 1991), e estima-se que
representam 10% ou mais de todas as espécies do mundo (Begon et al., 2007). Inimeras

espécies de parasitdides t€m sido estudadas e utilizadas em programas de controle biolégico



de pragas (DeBach & Rosen, 1991; Ives & Hochberg, 2000), mas os estudos da relacdo entre

parasitdides e hospedeiros em espécies nativas sao escassos.

3. Sistema de estudo

3.1 Cerrado e herbivoria

Dos ecossistemas brasileiros o Cerrado € o segundo maior bioma, abrangendo mais de
20% da superficie do pais, sendo considerado um dos ecossistemas mais ricos do planeta
(Ribeiro & Walter, 1998). Durante muito tempo o cerrado foi considerado como area de
expansdo da fronteira agricola e desconsiderado quanto a sua riqueza biolégica. Com a
necessidade de mais dreas de plantio, o cerrado passou a ser ocupado com freqiiéncia,
ocasionando a fragmentacdo e a perda da sua biodiversidade (Durigan & Ratter, 20006).
Apesar do seu tamanho e importincia é um dos ecossistemas mais ameagados, pois esta
incluido na lista dos 25 “hotspots”, isto €, dreas com menos de 30% da vegetacdo original
remanescente e com grande endemismo de espécies (Myers et al., 2000).

No Estado de Sdo Paulo, o cerrado ocupava 14% do territorio no inicio do século, hoje
remanescentes dessa vegetacdo cobrem menos de 1% do estado. Além de estar sofrendo
perdas considerdveis em sua drea, o cerrado do Estado de Sao Paulo vem sofrendo alteracdes
de natureza qualitativa decorrentes da fragmentacdo e uso da terra, e apenas metade do que
restou encontra-se protegida na forma de Unidade de Conservacao (Bitencourt & Mendonca,
2004).

O Cerrado apresenta elevada riqueza de espécies, com valores que fazem deste bioma
a mais diversificada savana tropical do mundo. Plantas herbéceas, arbustivas, arbéreas e cipds
somam mais de 7.000 espécies (Mendonga et al., 1998), sendo 44% da flora endémica. A
atencdo reservada para a conservacao do cerrado tem sido baixa, de modo que apenas 2,2% do
bioma estdo legalmente protegidos em Unidades de Conservacdo, de protecdo integral; e
estimativas indicam que pelo menos 20% das espécies endémicas e ameacadas permanecem
fora dos parques e reservas existentes. Desta forma, o cerrado encontra-se hoje num alto grau
de fragmentagdo e os fragmentos remanescentes apresentam-se como “ilhas”, circundados por
pastos ou grandes monoculturas, principalmente de graos (sobretudo soja), cana-de-actcar ou
arvores exoéticas fornecedoras de madeira e celulose (Felfili & Silva Junior, 2001; Machado et

al., 2004; Klink & Machado, 2005). Embora seja um ambiente fragmentado e intensamente



alterado pela acdo antropica, o Cerrado possui uma diversidade bioldgica elevada e,
conseqiientemente, um alto potencial de ocorréncia de interagdes populacionais entre plantas
e insetos.

Em muitas interacdes, diversas espécies de plantas costumam ser hospedeiras de uma
grande diversidade de insetos herbivoros, dentre os quais estdo os minadores foliares.
Algumas relacdes entre plantas e insetos ocorrem ao acaso, em pequena escala espacial e
temporal, apresentando baixa estabilidade, dificultando o seu registro por estudos cientificos.
Outras, ao contrdrio, sio bem sucedidas e permanecem por longos periodos, tornando-se
especializadas (Ehrlich & Raven, 1964; Mopper et al., 2000).

Os insetos representam aproximadamente 28% de toda a biota do Cerrado,
apresentando cerca de 90 mil espécies com distribuicdo complexa, dos quais a ordem
Lepidoptera se destaca com aproximadamente 10 mil espécies (Camargo, 2001). Varias
espécies de microlepidopteros, que constroem abrigos, sdo encontradas no cerrado e
geralmente sdo da familia Oecophoridae, Totricidae e Gelechiidae. Esses abrigos levam a um
aumento da qualidade da alimentagdo, prote¢do contra dessecacdo e contra predadores e
parasitéides (Andrade et al., 1995).

A herbivoria tem um importante impacto no cerrado niao s6 pela influéncia sobre o
crescimento e reproducdo das plantas, mas também pela suas interagcdes com os fatores
abioticos (Marquis et al., 2002). A longa época seca, a qualidade nutricional muito baixa do
solo e as queimadas freqiientes, sdo fatores abidticos que podem causar estresse e dificultar a
vida das plantas no Cerrado (Motta et al., 2002; Miranda et al., 2002; Hoffmann & Moreira,
2002). Sob estresse, ndo hd energia suficiente disponivel para os processos de regulagdo do
fenétipo, resultando em erros no desenvolvimento, refletidos por alteracdes nos tragos e
padrdes dentro dos individuos (Escés et al.,1997). Assim, em um determinado ambiente, as
perturbacdes causadas por poluicdo, pelas variagdes climaticas, pela baixa disponibilidade de
nutrientes, por fatores genéticos (ex. mutacdo e ‘inbreeding’) (Mgller, 1995), entre outros,
podem afetar a expressao do fendtipo ideal de varias maneiras como, por exemplo, alterando
o crescimento, a biomassa e a produtividade das plantas, gerando variagdes morfoldgicas nos
organismos. Diversos estudos tém sugerido que a instabilidade no desenvolvimento (ID) pode
ser um indicativo de estresse, refletindo a incapacidade de os organismos controlarem seus
processos de desenvolvimento durante a ontogenia e atingirem a expressao 6tima do fendtipo

pré-determinado (Mgller & Swaddle, 1997).
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Para os vegetais uma medida da instabilidade do desenvolvimento é a assimetria
flutuante (AF), uma pequena e aleatdria variacdo da simetria em caracteres bilaterais
simétricos que tem sido utilizada como indicativo de estresse (Martel et al., 1999; Roy &
Stanton, 1999; Alados et al., 2001) e suscetibilidade a herbivoria (Mgller, 1995; Zvereva et
al., 1997; Cornelissen et al., 2003). Plantas com maiores quantidades de folhas assimétricas
ou altos niveis de assimetria foliar, devem apresentar aumento nos niveis de herbivoria devido
a maior qualidade nutricional das folhas assimétricas comparadas as folhas simétricas (Sakai
& Shimamoto, 1965; Lempa et al., 2000). Pouco se sabe como as desordens de
desenvolvimento estdo conectadas com o metabolismo das plantas. No entanto, como os lados
direito e esquerdo da simetria bilateral de uma folha se desenvolvem sob o controle dos
mesmos genes, pequenos desvios da perfeita simetria representam ID e devem ser
responsaveis pelas diferencas na qualidade nutricional e no metabolismo secunddrio entre

folhas simétricas e assimétricas (Cornelissen et al., 2003; Cornelissen & Stiling, 2005).

3.2 Planta

Erythroxylaceae € uma familia de grande representatividade nos cerrados brasileiros,
possuindo distribui¢do subtropical e pantropical, com um unico género ocorrente na regidao
neotropical: Erythroxylum P. Browne (Wanderley et al., 2002). O género compreende cerca
de 180 espécies neotropicais, sendo que para o Brasil foram listadas 130 espécies em
ambientes florestais e de cerrado sensu lato (Ribeiro et al., 1999). Retune representantes
arboreos, arbustivos e subarbustivos com folhas inteiras, glabras, membrandceas a coridceas,
de filotaxia alterna ou oposta e portadoras de estipulas interpeciolares, geralmente persistentes
e estriadas no sentido longitudinal (Ribeiro et al., 1999). De acordo com Griffin & Lin.
(2000), o interesse pelo género intensificou-se no século XIX, apés a descoberta das
atividades farmacolégicas apresentadas pelas folhas de Erythroxylum coca Lam., que
secularmente eram empregadas pelos indigenas da regidao andina da América do Sul.
Quimicamente, o género caracteriza-se pela presenca de alcaldides do grupo tropano, dentre
os quais destaca-se a cocaina, um alcaléide natural produzido por E. coca, que foi empregado
como anestésico local em pequenas cirurgias (Griffin & Lin, 2000). Porém, a cocaina ganhou
notoriedade por sua atividade psicoativa no Sistema Nervoso Central (SNC), tornando-se um

dos grandes problemas de satide publica da atualidade.
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Erythroxylum tortuosum Mart., caracteriza-se como uma planta decidua. A abscisdo de
folhas inicia-se em meados de junho e a queda total das folhas déa-se por volta de agosto até
inicio de setembro. As folhas jovens expandem-se de forma acentuada principalmente do final
de setembro a metade de novembro, quando a fase adulta inicia-se, tornando as folhas
coriaceas (Ishino, 2007). E. tortuosum, conhecida popularmente como Mercurio-do-Campo,
tanto pelo aspecto ferrugineo do caule quando descascado como pela coloracdo avermelhada
de seus frutos, é uma planta arbustiva-arbérea tipica dos cerrados (Amaral Jr., 1973).
Recentemente, constatou-se nas folhas de E. fortuosum a ocorréncia de um microlepiddptero,
Evippe sp.2 " (Lepidoptera: Gelechiidae), cuja lagarta € minadora foliar, especifica desta
planta (Ishino, 2007). Considerando que pouco ainda se conhece sobre a biologia e ecologia
destes organismos, estudos de interacdes tréficas com o sistema em questio sdo muito

importantes para a determinacdo de padrdes e entendimento de possiveis processos que

determinam a abundancia e distribui¢io dos insetos e suas plantas hospedeiras no cerrado.

* Este microlepiddptero foi identificado como sendo pertencente ao género Evippe Chambers, 1873. Como provavelmente se
trata de uma nova espécie, o Prof. Dr. Klaus Sattler identificou-a como Evippe sp.2, sendo a referéncia, uma vez que se
caracteriza a ocorréncia desta espécie em plantas de E. fortuosum localizadas no Brasil (regido Neotropical)
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Objetivos Gerais

O presente estudo teve como objetivos: 1) verificar se a herbivoria provocada pelos
minadores pode gerar diferencas na qualidade do recurso, gerando, desta forma, variabilidade
no sistema; 2) avaliar se o ataque do minador pode provocar defesa induzida; 3) acompanhar
o desenvolvimento das minas foliares com o objetivo de determinar em qual estigio de
desenvolvimento ocorre maior variabilidade da qualidade nutricional das folhas; 4) investigar
em quais niveis hierdrquicos ocorre variacdes significativas de determinados tracos vegetais
(quimicos e fisicos), com e sem a presenca de minadores foliares, e 5) determinar se as
fémeas de Evippe respondem significativamente as variacdes nos teores de dgua das folhas de
E. tortuosum. Além disso, o presente estudo procurou quantificar a quantidade de minas
estabelecidas nas folhas ao longo do desenvolvimento do minador, conhecer as espécies
ocorrentes de parasitéides em Evippe, estudar a anatomia de folhas minadas e ndo minadas de
E. tortuosum e avaliar se a taxa de crescimento das minas e o nivel de dano causado por este

inseto estao relacionados com os niveis de assimetria flutuante e com a area foliar.
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CAPITULO 1

Biologia e Ecologia de um Minador Foliar em Erythroxylum
tortuosum Mart. (Erythroxylaceae): Heterogeneidade do Recurso,

Parasitdides Associados e Anatomia das Minas




1. Introducdo

Dos ecossistemas brasileiros, o Cerrado € o segundo maior bioma abrangendo mais de
20% da superficie do pais (Ribeiro & Walter, 1998), sendo também considerado um dos
ecossistemas mais ricos do planeta. Embora seja um ambiente fragmentado e intensamente
alterado pela acdo antrépica (Felfili & Silva Junior, 2001), o Cerrado possui uma diversidade
biologica elevada e, conseqilientemente, um alto potencial de ocorréncia de interacdes
populacionais entre plantas e insetos.

As relacdes troficas entre insetos e plantas sdo fundamentais para a evolucdo e
desenvolvimento dos dois grupos, pois muitos aspectos na vida dos insetos, tais como
comportamento, fisiologia e ecologia, dependem da qualidade do recurso (Pizzamiglio, 1991).
O termo “qualidade da planta” refere-se aos componentes da planta hospedeira que afetam
positiva ou negativamente o desempenho de insetos herbivoros, como os niveis de carbono,
nitrogénio e compostos de defesa (Awmack & Leather, 2002).

Os insetos minadores geralmente ndo sdo capazes de trocar de sitio de alimentagdo
(Stiling, 1999), portanto, a escolha inicial do recurso € essencial para o sucesso no seu
desenvolvimento, e o inseto pode entdo exercer uma forte selecio por melhores plantas
hospedeiras (Rice & Hostert, 1993). O nitrogénio (N) é um dos nutrientes necessarios em
maior quantidade as plantas superiores (Tischner, 2000), sendo entre todos os elementos
minerais 0 mais limitante ao crescimento (Willians & Miller, 2001), ja que € de grande
importancia para a sintese de aminodcidos e proteinas, que sdo limitantes para a sobrevivéncia
dos insetos (Marschner, 1995).

A resisténcia das plantas ao ataque por insetos é devida as caracteristicas nutritivas,
morfo-anatdomicas e as substancias secunddrias (Edwards & Wratten, 1981). A vegetacdo do
cerrado, por se deparar com baixa disponibilidade de nutrientes, investe mais em defesas
quimicas quantitativas com base em carbono como lignina e taninos. Uma das caracteristicas
dos taninos € a capacidade de precipitar proteinas e o sabor adstringente (Salatino, 1993). A
herbivoria € comumente maior em folhas jovens que apresentam concentracdo alta de
nutrientes e baixa de compostos secunddrios, sendo atrativas a herbivoros (Coley & Barone,
1996). Além de interferir de forma significativa no desempenho dos insetos herbivoros, a
variacdo da qualidade nutricional das plantas também afeta o terceiro nivel tréfico, ou seja, os
parasitdides e os predadores (Moon et al., 2000; Moon & Stiling, 2002; Teder & Tammaru,
2002; Hunter, 2003; Kagata et al., 2005). Os parasitéides podem ser utilizados como grupo
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indicador do grau de preservacdo ambiental, para avaliar os efeitos das atividades
antropogénicas nos ecossistemas e para estimar a riqueza de espécies em uma determinada
regido; entretanto, para um organismo tornar-se um bioindicador, é necessdrio um bom
conhecimento de sua biologia, do ecossistema ao qual estd associado e das interacdes que o
envolvem (Whitfield & Lewis, 1999).

Sabe-se que variagdes na concentracdo de certos compostos quimicos nas plantas
podem ocorrer devido a herbivoria por insetos (ex. Sagers, 1992; Denno et al., 2000;
Ohgushi, 2005; Sugiura et al., 2006). Portanto, durante o desenvolvimento dos insetos
herbivoros modificacdes nas concentracdes de determinados compostos quimicos podem
ocorrer nas plantas hospedeiras, uma vez que recursos sdo adquiridos pelos insetos e a
producdo de compostos de defesa pelas plantas pode ser intensificada em resposta a
herbivoria, concentrando, em alguns casos, mais compostos de defesa nas partes mais
atacadas, processo este conhecido como defesa induzida (Denno et al., 2000; Ohgushi, 2005;
Stout et al., 1996; Karban & Baldwin, 1997). Desta forma, durante o desenvolvimento dos
insetos minadores espera-se um aumento da variabilidade das caracteristicas quimicas das
folhas na populagdo, gerando heterogeneidade ambiental em pequenas escalas espaciais. No
entanto, pouco se sabe sobre o nivel de variabilidade no habitat causado por estes insetos.

Erythroxylum tortuosum Mart. caracteriza-se como uma planta decidua e a abscisdo de
folhas inicia-se em meados de junho, e a queda total das folhas d4-se por volta de agosto até
inicio de setembro. Nas folhas desta planta ocorre a formacdo de minas provocadas pela
infestacdo das lagartas do microlepidéptero Evippe (Lepidoptera: Gelechiidae), sendo este
minador especifico para esta planta (Ishino, 2007). Considerando que os minadores foliares
sdo organismos sésseis (Stiling, 1999), ou seja, que permanecem no interior de suas minas até
a emergéncia do adulto, sistemas formados por minadores e suas plantas hospedeiras siao
apropriados para testar hipdteses relacionadas a variacdes na qualidade nutricional do recurso

ao longo do desenvolvimento destes insetos.
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Hipoteses:

As seguintes hipéteses foram investigadas:

1) Diferengas na concentracido de nutrientes entre folhas minadas e ndo minadas, podem
estar associadas ao consumo de recursos pelos minadores, aumentando a concentragao
destes recursos em folhas ndo minadas, causando variabilidade (Strauss & Zangerl,
2002).

2) Defesa induzida e heterogeneidade: devido ao ataque de minadores, folhas contendo
minas podem apresentar maiores concentracdes de taninos do que folhas sem minas
(Stout et al., 1996; Karban & Baldwin, 1997; Stiling, 1999), gerando heterogeneidade.

3) Mudancas na qualidade nutricional das folhas ao longo do desenvolvimento dos
minadores: maiores niveis de variabilidade na qualidade nutricional das folhas devem
ocorrer em fases mais avancadas de desenvolvimento do minador, pois uma
quantidade maior de recurso ji foi consumida e o tempo de resposta da planta para
produzir mais defesas é maior.

4) Nivel de variabilidade: tracos quimicos das plantas devem variar consideravelmente
em magnitude quando comparados com outras fontes de variabilidade ambiental, as

quais pertencem a diversos niveis de resolucao espacial.

Objetivos especificos

Os seguintes objetivos especificos, relacionados a aspectos bdsicos da biologia e
ecologia dos organismos envolvidos, foram determinados: 1) investigar a quantidade de minas
estabelecidas nas folhas ao longo do desenvolvimento do minador; 2) conhecer as espécies
ocorrentes de parasitdides em Evippe e 3) estudar a anatomia de folhas minadas e ndo

minadas de E. tortuosum.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Area de estudo

Foram observados individuos de E. fortuosum (Fig. 1) ocorrentes em fragmento de
cerrado sensu stricto (176,7 ha) pertencente a Fazenda Palmeira-da-Serra (22°48°50” S;
48°44°35” W). O fragmento estd localizado na altura do km 218 da rodovia Joao Mellao (SP-
255), nas proximidades do municipio de Pratania, Estado de Sao Paulo. O local de estudo esta
circundado por dreas de acdo antrOpica, com cultivo de soja, eucalipto, Pinus e cana-de-
acucar (Fig. 2).

A figura 3 apresenta uma foto mostrando parte do fragmento que foi utilizado para
estudo. As plantas foram marcadas ao acaso através da delimitacdo de quatro transectos
(150m para o interior do fragmento por 20m de largura). Cada planta foi devidamente
marcada [numeradas em placas de metal (S5cm x 5cm)], permitindo o conhecimento da origem
de todo o material biol6gico analisado e coletado para estudo. Individuos de referéncia de E.
tortuosum estdo depositados no Herbario “Irina Delanova de Gemtchujnicov”, sob o nimero

de registro BOTU 16869.

2.2 Determinacgdo da qualidade nutricional dos tecidos foliares

Folhas minadas (Fig. 4) e a mesma quantidade de folhas ndo minadas foram retiradas ao
acaso de cada planta com as minas em fase inicial de desenvolvimento. As folhas foram
colocadas individualmente em sacos de papel e levadas ao laboratério, onde as folhas minadas
foram dissecadas sob estereomicroscopio (Nikon SMZ 800 equipado com camera de video
digital). Os tecidos minados e os tecidos nao minados provenientes de folhas minadas foram
separados e homogeneizados em duas amostras distintas. As folhas ndo minadas foram entao
homogeneizadas em uma terceira amostra. Portanto, trés tipos de amostra foram obtidos: 1)
tecidos minados; 2) tecidos sadios de folhas minadas, e 3) tecidos sadios de folhas nio
minadas. Apds secagem em estufa, as amostras foram pesadas (balanga analitica) para a
obtencdo do peso seco. No momento da retirada dos tecidos minados, as lagartas do minador,
quando presentes, eram também retiradas e descartadas para nio influenciarem nas anélises

bioquimicas.
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ApOs a determinacdo da matéria seca, cada amostra foi triturada até a obtencao de um
po fino e 250 mg de tecido seco foi utilizado para a extracdo de taninos (50 mg) e
determinac¢do do contetddo de nitrogénio (200 mg). A concentragdo de taninos foi quantificada
por espectrofotometria (Giner-Chavez et al., 1997) e o contetdo de nitrogénio determinado
utilizando-se o método de "Kjeldahl" (AOAC, 1995). Uma média de trés réplicas por amostra
foi utilizada para todas as andlises bioquimicas e, conseqiientemente, para as andlises
estatisticas. Portanto, valores médios dos conteddos de nitrogénio e taninos  foram obtidos.
Todo o procedimento descrito acima foi repetido mais duas vezes, ou seja, para folhas
minadas coletadas em fase intermedidria e em fase final de desenvolvimento. Para padronizar
as fases inicial, intermedidria e final de desenvolvimento da mina, a fenologia e a oviposicao
foram consideradas. Logo apds a oviposi¢do que teve inicio em novembro, as folhas foram
acompanhadas periodicamente até a constatacdo dos primeiros sinais da mina, sendo esta
considerada como a fase inicial de desenvolvimento, que ocorreu em meados de janeiro e
estendeu-se até fevereiro. Conhecendo-se a fenologia da planta era sabido que as plantas
comecgavam a abscisdo foliar em meados de junho e que o minador tem seu desenvolvimento
larval sincronizado com a fenologia da planta. Assim, os meses de marco e abril foram
considerados como periodo de desenvolvimento intermedidrio. Nos dois meses subseqiientes
notou-se que as minas praticamente nao desenvolviam-se mais e esse periodo foi considerado
como de estdgio final de desenvolvimento da mina, pois provavelmente a lagarta ja tinha
parado de se alimentar e entrado no estdgio de pré pupa. Para efeito comparativo, nestas
coletas também foram coletadas folhas sadias, ou seja, sem a presenca de minas. Foram
coletadas 179, 128 e 46 folhas minadas e a mesma quantidade de folhas nao minadas, para as
fases inicial, intermedidria e final, respectivamente, as quais foram utilizadas para as anédlises
bioquimicas.

Na mesma populacdo de plantas da etapa descrita acima, 14 folhas minadas e a mesma
quantidade de folhas ndo minadas foram coletas de cada planta, de um total de oito plantas
selecionadas ao acaso. Essa coleta foi feita quando as minas ja se encontravam estabelecidas
nas plantas, ou seja, quando possuiam tamanho semelhante as minas caracterizadas na etapa
anterior como em estdgio intermedidrio. Este procedimento foi adotado justamente porque ja
se verificava uma tendéncia de aumento da variabilidade da qualidade do recurso nos estagios

mais avancados de desenvolvimento do minador (ver Resultados). Pretendia-se fazer uma

" As andlises bioquimicas foram realizadas no laboratério do Departamento de Quimica e Bioquimica, Instituto
de Biociéncias, UNESP, Campus de Botucatu, com auxilio da Profa. Dra. Giuseppina Pace Pereira Lima.
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nova coleta de folhas em fase final de desenvolvimento, mas a queda de folhas e o desbaste
provocado pela prépria coleta inviabilizaram a obten¢do de uma quantidade suficiente de
folhas para as andlises bioquimicas. Como acima, as folhas foram colocadas individualmente
em sacos de papel e levadas ao laboratério, onde as folhas minadas foram dissecadas sob
estereomicroscopio (Nikon SMZ 800 equipado com camera de video digital). Os tecidos ndo
minados provenientes de folhas minadas e nio minadas foram separados e homogeneizados
em duas amostras distintas. Neste caso nao foi possivel obter tecidos minados, uma vez que a
quantidade de tecido seco foi insuficiente para a realiza¢do das andlises bioquimicas em nivel
de planta. Assim, dois tipos de amostra foram obtidos para cada planta: 1) tecidos sadios de
folhas minadas, e 2) tecidos sadios de folhas ndo minadas. Apds secagem em estufa, as
amostras foram pesadas (balancga analitica) para a obtenc@o do peso seco e os conteidos de
nitrogénio e taninos foram determinados como descrito anteriormente, com trés réplicas por

amostra.

2.3 Quantificacdo do niimero de minas e ovos por folha

Durante a disseccdo das minas para a retirada dos tecidos que foram utilizados nas
andlises bioquimicas, registrou-se o numero de minas por folha. Em seguida, as proporcoes de
folhas com os respectivos nimeros de minas foram calculadas. Estes dados foram obtidos
para folhas em fase inicial, intermedidria e final de desenvolvimento. No ciclo seguinte do
minador, no inicio do periodo de oviposicao, 149 folhas contendo ovos foram selecionadas ao
acaso na populagdo, registrando-se, no campo, o nimero de ovos por folha. Em seguida, a
distribuicdo de freqiiéncia do niimero de ovos por folha foi observada. A quantificacdo do
nimero de ovos foi feita com o objetivo de fornecer uma estimativa da mortalidade do
minador na fase inicial de desenvolvimento, através da comparacao entre a quantidade média

de ovos por folha e as propor¢oes de folhas com as respectivas quantidades de minas.

2.4 Emergéncia de parasitoides

Para a determinacdo das fases de ocorréncias dos parasitdides, foram feitas coletas
quinzenais de folhas minadas de novembro de 2006 (minas foliares em estdgio inicial de
desenvolvimento) a junho de 2007 (minas foliares em estdgio final de desenvolvimento),

totalizando um total de 332 folhas minadas coletadas Apoés as coletas as folhas foram levadas
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ao laboratério e individualizadas em potes plasticos [28 + 1° C (fotofase de 12 horas)],
contendo algoddao umedecido na extremidade do peciolo, (Fig. 5) A emergéncia de
parasitdides foi observada e quantificada periodicamente. Os parasitéides foram conservados
em dlcool 70% e, quando observada a emergéncia de minadores adultos, estes foram
conservados a seco. Os parasitdides foram identificados pelo Prof. Dr. Valmir Antonio Costa,
pela Prof* Dr* Zuleide Alves Ramiro, ambos do Instituto Biolégico, Campinas-SP, e pela
Prof* Dr* Angélica Maria Penteado Martins Dias, da Univesidade Federal de Sdo Carlos

(Ufscar). Os periodos de ocorréncia dos parasitdides foram entdo apresentados graficamente.

2.5 Anatomia das folhas minadas e ndo minadas

Trés plantas foram selecionadas ao acaso na drea de estudo, cinco folhas minadas e
cinco folhas ndo minadas de cada planta foram coletadas. As folhas foram levadas ao
laboratério e fixadas em solu¢do de FAA 50 (Johansen, 1940), sendo armazenadas em etanol
70%. As amostras foram desidratadas em série etilica, infiltradas em metacrilato (Leica®)
segundo o protocolo do fabricante. Os cortes foram feitos em micrétomo rotatério (espessura
de 8um), corados com azul de toluidina 0,05%, pH 4,7 (O’Brien et al., 1964), as laminas
permanentes foram montadas em resina sintética (Permount), analisadas em microscopia de
luz e fotografadas através de fotomicroscépio, Com as fotos obtidas foi elaborada uma

prancha com as principais caracteristicas das folhas minadas e ndo minadas.

2.6 Andlise de dados

Comparacdes dos valores médios dos contetdos de nitrogénio e taninos entre tecidos
sadios de folhas minadas, tecidos minados e tecidos sadios de folhas ndo minadas, foram
feitas através de Andlises de Variancia com uma classifica¢do hierdrquica de um dos fatores,
tipo de tecido, agrupado dentro de outro fator, tipo de folha (nested design) (Gotelli & Ellison,
2004). Este agrupamento foi feito apenas para as folhas minadas, uma vez que os dois tipos de
tecido s6 poderiam estar presentes neste tipo de folha. Considerando que a varidvel ‘tipo de
tecido’ foi agrupada na varidvel ‘tipo de folha’, andlises das interagdes entre os fatores foram
feitas apenas entre as varidveis ‘fase de desenvolvimento das minas’ e ‘tipo de tecido’ (com
agrupamento no tipo de folha), possibilitando comparacdes pareadas de nove valores médios.

Quando diferencas significativas foram encontradas, o teste para comparagdo de médias de
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Tukey (HSD post hoc) foi aplicado (Zar, 1999). Um Modelo Linear Generalizado (GLM) foi
aplicado ajustando as varidveis de resposta (nitrogénio e taninos) as varidveis explicativas.
Estas andlises foram feitas usando o sistema SAS para Windows (SAS, 2001).

O modelo empregado corresponde ao de uma andlise conjunta de ensaios, “fases”, cada
ensaio seguindo um delineamento em classificacdes hierarquicas, com os fatores “folhas” e
“tecidos dentro de folhas”. Cada dado experimental obtido (y;jx) pode ser representado pelo

modelo:

Yijkt = 1+ 0 + By + Ai) + (0)ikg) + € i
onde,
WU = média geral,
o; = efeito da i-€sima fase,
Bj = efeito da j-ésima folha,
A = efeito do k-ésimo tecido dentro da j-ésima folha,
(V)i = efeito da interacdo fase x tecido dentro de folha,

ejjx = erro experimental associado a parcela (ijkl).

A coleta de folhas em nivel de planta teve como objetivo principal comparar a variagao
em trés niveis hierdrquicos, ou seja, verificou-se a variacdo dos conteddos de nitrogénio e
taninos entre plantas, entre folhas e entre as diferentes amostras. Desta forma, foi possivel
saber qual a contribuicdo de cada nivel hierdrquico para a variabilidade dos contetddos de
nitrogénio e taninos. Para tanto, foi feita a andlise dos componentes da variancia para efeitos
randomicos (niveis hierdrquicos de variagdo) (Gotelli & Ellison, 2004; Crawley, 2005),
promovendo assim a reparticao da variancia. A varidvel ‘tipo de folha’ (com ou sem minas)
foi agrupada (nested design) na variavel planta, sendo que esta dltima foi considerada como
varidvel randomica. Através da reparticdo da variancia, a propor¢do com que cada nivel
hierdrquico contribui para a variancia total é conhecida. A proporcao da variancia (PV) é
calculada por PV = Szg/(SZE + SZD), em que SZD representa a variancia dentro de um grupo, e
SzE representa a variancia entre os grupos (Gotelli & Ellison, 2004). Um alto valor de PV,
também conhecido como coeficiente de correlacdo intraclasse (Zar, 1999), representa o caso
onde a maior parte da variancia estd entre os grupos e nao dentro destes. Estas anélises foram

feitas usando o sistema R para Windows, versao 2.7.1 (R, 2008). Ap6s a estimativa da
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propor¢do da variancia para cada nivel hierdrquico, os respectivos intervalos de confianca
(95%) foram obtidos por bootstrap (1000 simulacdes) pelo programa BioEstat 5.0 (Ayres,
2007).

Por fim, as propor¢des de folhas contendo uma, duas ou trés minas em cada fase de
desenvolvimento foram comparadas pelo teste-G com corregdo de Williams (Gotelli &

Ellison, 2004).
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Fig. 1. Individuos de E.tortuosum em fragmento de cerrado. A. Individuo com primérdios foliares e
botdes florais. B. Individuos com folhas adultas.

Fig. 2. Fragmento de cerrado, circundado por drea de agdo antrépica (cultivo de cana-de-agticar)
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Fig. 3. Vista parcial do fragmento de cerrado utilizado no estudo pertencente a reserva particular
“Fazenda Palmeira-da-Serra”, municipio de Pratania-SP.

Fig. 4. Folha minada de E. tortuosum, seta indicando a mina.

Fig. 5. A. Folhas individualizadas em potes plésticos B. Folha contendo algoddao umidecido na
extremidade do peciolo
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3. Resultados

3.1 Variabilidade da qualidade nutricional

Os resultados das andlises mostraram que o teor (%) de nitrogénio diferiu
significativamente entre as fases de desenvolvimento das minas, entre os diferentes tipos de
folha, entre os tipos de tecido e quando a interacdo “fases de desenvolvimento e tipos de
tecido” foi considerada (Tabela 1 e Fig. 6). Constatou-se que o teor médio de nitrogénio
decaiu ao longo das fases de desenvolvimento para todos os tipos de tecido, embora o teor de
nitrogénio dos tecidos minados tenha caido muito pouco da fase intermedidria para a final
(Fig. 6). No caso dos diferentes tipos de folha, diferencas significativas nos valores médios do
teor de nitrogénio nas fases intermedidria e final foram observadas, em que o tecido minado
apresentou os maiores valores médios (Fig. 6). Na fase intermedidria, o teor de nitrogénio foi
significativamente maior nos tecidos minados do que nos tecidos sadios das folhas minadas,
sendo esta a unica diferenca encontrada (Fig. 6). No entanto, na fase final, o teor de nitrogénio
diferiu significativamente para todos os tipos de tecido, € o0 maior € menor valor médio foram
obtidos para os tecidos minados e tecidos sadios de folhas minadas, respectivamente (Fig. 6).
No caso do conteudo de taninos, s6 houve diferenca significativa entre os tipos de tecido em
folhas minadas (Tabela 2; Fig. 7). Neste caso, o tecido sadio apresentou maior valor médio do

que o tecido minado (Fig. 7).

No caso das andlises das propor¢cdes da varidncia, constatou-se que a maior
variabilidade do teor de nitrogénio ocorreu em nivel de planta, seguida por tipo de folha,
ficando as amostras (residuo) com a menor variabilidade (Fig. 8). No caso do conteddo de
taninos, o inverso aconteceu, onde a maior variabilidade foi observada em nivel de amostra e
a menor variabilidade foi verificada em nivel de planta, a qual foi considerada nula (Fig. 9).
Semelhante ao teor de nitrogénio, a variabilidade da varidvel tipo de folha apresentou niveis

intermedidrios, representando menos de 40% da variancia (Figs. 8 € 9).
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3.2 Observagoes do niimero de minas e de ovos por folha

As observacdes de folhas minadas mostraram folhas com uma, duas ou trés minas
apenas, e a proporcdo de folhas minadas contendo uma mina foi muito maior do que as
propor¢des de folhas com duas ou trés minas, para todas as fases de desenvolvimento (Tabela
3). As proporcdes de folhas contendo duas minas também foram consideravelmente maiores
do que as proporcdes de folhas com apenas uma mina, e verifica-se que as propor¢des de
folhas com uma, duas ou trés minas foram bem similares em cada fase de desenvolvimento,
ndo havendo diferenca significativa entre as propor¢oes esperadas e observadas (Tabela 3). A
quantidade média de ovos por folha foi de 5,2 (+4,66), com o minimo de 1 e maximo de 22
ovos por folha (Fig. 10). Apesar da variabilidade no nimero de ovos ter sido grande,
constatou-se uma predominancia de folhas com 1, 2, ou 3 ovos, representando, quando

somados, 51,68% das observacdes (Fig. 10).

3.3 Ocorréncia de parasitoides

Para o acompanhamento da emergéncia dos parasitoides, foi coletado um total de 332
folhas minadas durante os meses de janeiro a junho de 2007. Nos meses de fevereiro, marco e
abril, constatou-se a saida de um nimero representativo de lagartas do minador; em maio a
saida de lagartas teve um declinio e ndo foi mais observada nos meses seguintes (Fig. 11). A
emergéncia de parasitoides foi observada nos meses de margo, maio, junho e julho (Fig. 11 e
Tabela 4). Emergiram no laboratério parasitdides de trés familias da ordem Hymenoptera:
Eupelmidae, Eulophidae e Braconidae (Fig. 12), esta udltima com maior ocorréncia de
individuos (Fig. 11 e Tabela 4). Houve uma baixa taxa de emergéncia do minador (Fig. 13),

os quais foram observados nos meses de julho e setembro (Fig. 11).

3.4 Anatomia foliar

Cortes transversais na regido da mina mostram que a lagarta consome o parénquima
palicddico e algumas nervuras de menor calibre (nervuras de 3 ou 4" ordem), deixando a
epiderme intacta; observa-se também células com substancias fendlicas préximas a cavidade

da mina, a qual apresenta uma pelicula contornando o seu interior (Fig.14B e 14D). As folhas
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minadas e ndo minadas possuem epiderme uniestratificada, com presenca de células
mucilaginosas na face adaxial (Fig. 14A) e de células papilares (Fig. 14A) e estdbmatos na face
abaxial. A figura 14C mostra um detalhe do feixe vascular da nervura central que permanece
intacto. Na folha minada foi possivel observar a presenca de uma lagarta na cavidade da mina

(Fig.14B e 14D).
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Tabela 1. Andlise de variancia via Modelo Linear Generalizado (GLM), comparando os
valores médios do teor (%) de nitrogénio entre as diferentes fases de desenvolvimento, tipos
de folha, tipos de tecido e interacdo entre as fases de desenvolvimento e tipos de tecido, este

ultimo agrupado em tipos de folha (nested design).

Fonte de variacao GL oM F P

Fases de desenvolvimento 2 53,207 296,54 < 0,001
Tipos de folha 1 1,838 10,24 0,005
Tecidos (Tipos de folha) 1 20,984 116,95 <0,001
Fases de desenvolvimento x Tecidos (Tipos de folha) 4 4,495 25,05 <0,001

20t Tecido minado

.| Folha minada-Tecido sadio
[ ] Folha sem mina

g

Teor (%) de nitrogénio

Intermediaria Final

Fases de desenvolvimento das minas

Fig. 6. Comparacdes dos valores médios (xDP) do teor (%) de nitrogénio entre os diferentes tipos de

folha (tecido) em cada fase de desenvolvimento. Médias seguidas de letras distintas diferiram

significativamente pelo teste Tukey (HSD) (P < 0,05) dentro de cada fase de desenvolvimento.
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Tabela 2. Andlise de variancia via Modelo Linear Generalizado (GLM), comparando os
valores médios do contetudo de taninos (mg ac. tanico/g mat. seca) entre as diferentes fases de
desenvolvimento, tipos de folha, tipos de tecido e interacao entre as fases de desenvolvimento

e tipos de tecido, este tltimo agrupado em tipos de folha (nested design).

Fonte de variacao GL oM F P
Fases de desenvolvimento 2 2721,219 1,94 0,172
Tipos de folha 1 125,252 0,09 0,768
Tecidos (Tipos de folha) 1 11195241 7,99 0,011

Fases de desenvolvimento x Tecidos (Tipos de folha) 4 3529,353 2,52 0,077

240 ¢
220 |
200 | L. ] Tecido sadio
180 ¢
160 ¢
140 ¢
120 ¢
100 ¢
80 t
60 |
40 ¢
20}

Tecido minado

Conteudo de taninos

(mg 4c. tanico/g mat. seca)

Tipo de tecido (Folha minada)

Fig. 7. Comparagdo dos valores médios (xDP) do contetido de taninos (mg ac. tinico/g mat. seca)
entre os tipos de tecido (minado e sadio) em folhas minadas. As médias diferiram significativamente

pela Andlise de Variancia (GLM) (P = 0,011; ver Tabela 2).
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Fig. 8. Componentes da variancia para determinacao da variacdo do contetido (%) de nitrogé€nio entre

plantas, folhas e amostras. As barras representam 95% de intervalo de confianga.
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Fig. 9. Componentes da variancia para determinagdo da variacdo do contetiido de taninos (mg
dc. tanico/g mat seca) entre plantas, folhas e amostras. No caso do nivel de planta, as
variagdes foram pequenas o suficiente para serem estimadas como zero. As barras

representam 95% de intervalo de confianca.
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Tabela 3. Proporc¢ado de folhas de E. tortuosum contendo uma, duas ou trés minas de acordo

com a fase de desenvolvimento das minas.

N %
Fases de desenvolvimento

Intermediaria

Final

Inicial
6 (3,35%)
14 (7,82%)

159 (88,83%)
"Nio houve diferenca significativa entre as freqiiéncias esperadas e

Nuamero de minas/folha

0

18 (14,06%) 5 (10,87%)

2 (1,56%)

108 (84,38%) 41 (89,13)

5,7318; P =0,2201).
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Fig. 10. Distribuicdo de freqiiéncia do nimero de ovos por folha, obtida de 149 folhas de E.
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Fig. 11. Abundancia e periodo de ocorréncia de adultos (Evippe) e lagartas do minador foliar e seus

parasitéides (familias Braconidae, Eulophidae e Eupelmidae) em E. fortuosum.

Tabela 4. Lista das espécies de parasitéides de lagartas de Evippe em E. tortuosum'.

Ordem Superfamilia Familia Subfamilia Género Subgénero
. . Braconinae Bracon
< b
8 Ichneumonoidea®  Braconidae Cheloninae Chelonus Microchelonus
Q. - -
S Eupelmidae  Eupelminae Brasema
5 ;
£ Chaldidoidea®* . . Chrysocharis
> Eulophidae  Entedoninae .
an Horismenus
"Determinadores:

*Prof* Dr* Zuleide Alves Ramiro (Instituto Biolégico, Campinas-SP) e Prof* Dr* Angélica Maria Penteado

Martins Dias (Ufscar, Universidade Federal de Sao Carlos).

**Prof. Dr. Valmir Ant6nio Costa (Instituto Biol6gico, Campinas-SP).
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Fig.12. Parasit6ides emergidos de minas foliares de E. fortuosum em laboratério. A e B.

Braconidae, B. Microchelonus sp. C. Eulophidae D. Eupelmidae. Escalas: 1,0 mm

Fig. 13. Exemplares adultos de Evippe.
A. Vista lateral. B Vista dorsal.
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Figura. 14. A-D. Seccdo transversal da folha de Erythroxylum tortuosum nas regides da nervura
central e internervural. A. Sem a presenca da cavidade da mina, evidenciando o feixe vascular, a
epiderme adaxial com presenca de células mucilaginosas (seta) e a epiderme abaxial com células
papilares (ponta de seta). B-D. Com a presenca da cavidade da mina. B) apresentando em seu
interior a lagarta de Evippe e evidenciando a pelicula (seta vazia) no interior da cavidade. C)
evidenciando a cavidade e o feixe vascular. D) Detalheda cavidade da mina evidenciando a
lagarta deEvippe , € a pelicula no interior da cavidade (seta vazia). ada= adaxial; aba= abaxial; fv-
feixe vascular; la= lagarta; ca= cavidade; barras: A e B = 250um; C= 150um; D= 100um
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4. Discussdo

Sabe-se que a disponibilidade de nutrientes nas plantas pode influenciar a selecdo do
hospedeiro pelo inseto. Dentre os macronutrientes, o nitrogénio € considerado de grande
importancia para a sintese de aminodcidos e proteinas, que sdo limitantes para a sobrevivéncia
dos insetos (Marschner, 1995). A qualidade nutricional da folha pode afetar a abundancia de
insetos herbivoros, afetando o comportamento de oviposicio das fémeas, afetando a
sobrevivéncia e o desenvolvimento larval, o que pode afetar o nimero de adultos e a taxa de
fecundidade da proxima geracdo (Aide, 1993). Segundo Kerpel et al. (2006), fémeas de
Heliconius erato phyllis (Fabricius) (Lepidoptera: Nymphalidae) costumam escolher ramos de
plantas com maior conteido de nitrogénio para oviposi¢do, provocando também um melhor
desempenho das larvas. Geralmente os insetos minadores nao sdo capazes de trocar de sitio de
alimentacdo (Stiling, 1999), portanto, a escolha inicial do recurso € essencial para o sucesso
no seu desenvolvimento, e o inseto pode entdo exercer uma forte selecdo por melhores plantas
hospedeiras.

Cates (1980) associou a amplitude da dieta dos herbivoros com a idade da folha,
sugerindo que os herbivoros especialistas mostram preferéncia pelas folhas novas, que
possuem geralmente uma maior concentracdo de nutrientes, como o nitrogénio e ainda uma
baixa concentracido de compostos de defesa. No presente estudo, ndo se constatou uma maior
porcentagem de nitrogénio nas folhas minadas em fase inicial de desenvolvimento, sugerindo
que a escolha por folhas mais ricas em nitrogénio por parte do minador ndao deve ocorrer.
Também ndo se verificou baixa concentra¢io de taninos nos tecidos nao minados das folhas
minadas, independente da fase de desenvolvimento. Estes resultados corroboram com as
observacgodes de Ishino (2007), que estudou a preferéncia de oviposicao de mariposas Evippe
em E. tortuosum e ndo encontrou preferéncia de oviposi¢cdo por folhas mais ricas em
nitrogénio ou com baixas concentra¢des de taninos. No presente estudo, constatou-se que ao
longo do processo de desenvolvimento das minas, os tecidos ndo minados de folhas minadas
tornaram-se mais deficientes em nitrogénio, justamente pela utilizacdo deste recurso pelo
minador. A perda de area foliar pela acdo do minador também deve ter reduzido a fixacdo de
nitrogénio nas folhas minadas. Schile & Mopper (2006) encontraram uma redugdo de até 40%

na concentragdo de nitrogénio em tecidos ndo minados de folhas minadas em [Iris hexagona,
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quando atacada pelo minador Cerodontha iridiphora, fornecendo um mecanismo para a morte
prematura das folhas. Assim, € possivel que as folhas minadas de E. tortuosum apresentem
alta mortalidade com queda prematura, mas esta hipétese ainda precisa ser investigada.

Alguns autores argumentam que os insetos minadores devem selecionar tecidos mais
ricos nutricionalmente e com menores concentracdes de compostos de defesa ou defesas
estruturais (hipotese de alimentacdo seletiva) (Kimmerer & Potter, 1987; Trier & Mattson,
1997). Desta forma, se a larva retira tecidos mais nutritivos, a qualidade nutricional do tecido
minado deve ser menor que do tecido ndo minado em uma mesma folha, como encontrado por
Scheirs et al. (2001). Curiosamente, o maior contetido de nitrogénio foi encontrado em
tecidos minados principalmente na fase final de desenvolvimento. E possivel que parte do
nitrogénio consumido pela lagarta fique dentro da prépria mina. Por exemplo, as extvias
(exoesqueleto perdido durante o crescimento do inseto) perdidas durante as ecdises larvais
ficam no interior das minas e também material fecal, embora a quantidade de material fecal
dentro das minas deve ser pequena, pois segundo Ishino (1997), as fezes sdao eliminadas das
minas por um apéndice foliar. Considerando que o mesofilo é um tecido com alto teor de dgua
(Kimmerer & Potter, 1987), é possivel que sua remog¢ao pelo minador aumente a concentracao
de nitrogénio no tecido minado. Ainda, é provavel que as lagartas de Evippe ndo retirem o0s
tecidos mais ricos nutricionalmente.

Nao foi constatado um aumento da concentracdo de taninos em tecidos nao minados das
folhas minadas em comparac¢do com as folhas ndo minadas, ndo ocorrendo defesa induzida.
Na verdade ocorreu apenas um decréscimo na concentragdao destes compostos nos tecidos
minados em comparacdo com os tecidos ndo minados das folhas minadas, provavelmente
devido a maiores concentracdes de taninos no mesofilo, o qual foi consumido pelo inseto.
Apesar de alguns insetos evitarem tecidos com maiores concentracdoes de defesas quimicas
(Kimmerer & Potter, 1987; Trier & Mattson, 1997), as lagartas de Evippe parecem estar bem
adaptadas a estes compostos, ou mais especificamente, aos taninos, pois aparentemente nao
houve uma preferéncia por tecidos com menores concentragdes destes compostos, ja que
muitas plantas de cerrado costumam ter altas concentragdes de taninos (Oki, 2000).

Além de alteracOes fisicas nas plantas através da formacdo de minas, os minadores
também podem provocar alteracdes nas concentracdes de certos compostos, principalmente de
nitrogénio, como demonstrado pelas andlises bioquimicas. No entanto, as andlises dos
componentes da variancia podem mostrar em qual nivel hierdrquico estas variagcdes podem ser

de fato percebidas (Roslin er al., 2006). No presente estudo, constatou-se que a maior
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variabilidade do teor de nitrogénio ocorreu entre as plantas e pouca variabilidade deste traco
foi verificada entre os tipos de folha e entre as amostras, ocorrendo 0 oposto para os taninos.
Alguns estudos cldssicos de interacdes inseto-planta consideram as plantas como unidades
discretas homogéneas, responsaveis pelas variagdes populacionais ou comportamentais dos
herbivoros (Edmunds & Alstad, 1978; Schultz & Baldwin, 1982; Crawley, 1985). No entanto,
variacOes no interior das plantas também sao esperadas, bem como em escalas maiores do que
plantas individuais, criando niveis hierdrquicos de variabilidade, aos quais o0s insetos
herbivoros devem responder diferentemente (Denno & McClure, 1983; Neeman, 1993;
Hwang & Lindroth, 1997; Fortin & Mauffette, 2002). No caso da variabilidade do teor de
nitrogénio, os resultados aqui encontrados corroboram com estudos cldssicos, mostrando que
a maior variabilidade ocorre em nivel de planta. No entanto, a variabilidade encontrada entre
os tipos de folha ndo deve ser desprezada. Por exemplo, ao se estabelecer em uma planta de
melhor qualidade nutricional, um inseto pode se deparar com variacdes dentro da prépria
planta, que podem influenciar a escolha do recurso neste nivel de resolucdo. Este tipo de
resposta pode ser mais freqiiente em insetos de pequeno porte, como os microlepddpteros, nos
quais variagdes em menores escalas podem ser mais significativas. J4 para os conteddos de
taninos, os resultados deste estudo ndo corroboram com os estudos cldssicos, uma vez que
grande variabilidade foi encontrada entre as amostras, ou seja, em pequena escala, e
praticamente nenhuma variabilidade foi encontrada entre as plantas. Portanto, neste caso, os
insetos se deparardo com variacdes destes compostos de defesa no interior de cada planta, sem
haver uma distingdo prévia de qual planta apresenta mais ou menos taninos. Apesar dos
resultados terem mostrado que os minadores provocam variacdes quimicas nas folhas, dentro
de um contexto hierdrquico, estas variacdes indicam que a acdo dos minadores gerou uma
variabilidade intermedidria no sistema. Apesar destas constatagdes, ndo foi possivel incluir
andlises de tecidos minados, os quais diferiram no teor de nitrogénio dos demais tecidos em
fase final de desenvolvimento, o que poderia aumentar o nivel de variabilidade entre as
folhas.

Com relagdo a propor¢ao de folhas contendo uma, duas ou trés minas, constatou-se que
a grande maioria das folhas continha apenas uma mina, independente da fase de
desenvolvimento, jd que as propor¢des nao diferiram estatisticamente. Almeida-Cortez et al.
(2006) também observaram em Vismia guianensis (Aubl.) Choisy (Clusiaceae), uma maior
predominancia de folhas com uma mina, correspondendo a 67% das folhas coletadas, 22%

das folhas continham duas minas, 8% trés minas e 3% das folhas possuiam quatro minas.
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Como mencionado anteriormente, verificou-se a predominancia de 1, 2 ou 3 ovos por folha,
uma vez que corresponderam com mais de 50% das observacdes. Portanto, devido a maior
ocorréncia de apenas uma mina por folha, conclui-se que a mortalidade ndo € tdo intensa da
fase de ovo para a fase larval. Porém, um alto nimero de ovos também foi observado nas
folhas, chegando até 22 ovos por folha, embora a freqii€ncia tenha sido baixa (Fig. 10). Nestes
casos espera-se uma alta mortalidade de ovos, aumentando muito a taxa de mortalidade
durante o estabelecimento das minas.

Por ndo apresentarem alta mobilidade e por ficarem expostas ao ataque de inimigos
naturais, algumas lagartas desenvolveram estratégias de defesa, como defesas fisicas
(espinhos, pelos), quimicas (odores, ndo palatdvel) e defesas comportamentais como, por
exemplo, agregacdo, dobramento e enrolamento foliar, formacdo de minas, e barreira de
espuma (Weiss, 2003). Mas alguns parasitdides adaptaram-se e conseguem se desenvolver no
interior das minas, Gentry & Dyer (2002) sugerem que os parasitdides tém preferéncia em
atacar lagartas que estdo protegidas de predadores, particularmente as quimicamente
protegidas e as que formam abrigos. Assim, minadores foliares acabam tornando-se alvos
ideais para a oviposicdo de parasitdides. No presente estudo constatou-se a presenga de
apenas uma espécie de inseto herbivoro minador (Evippe) e varios parasitoides que puderam
ser identificados somente até gé€nero. Os géneros dos parasitdides observados no presente
estudo foram Bracon, Chelonus (Microchelonus), Brasema, Chrysocharis € Horismenus.
Bracon foi o género com maior ocorréncia durante o ano, com registros nos meses de maio,
junho e julho, diferentemente do encontrado por Ishino (2007), que observou maior
ocorréncia do género Horismenus, com registros em maio, julho, agosto e outubro. Ishino
(2007) também observou a presenga de parasitdides dos géneros Microchelonus, Copidosoma,
Bassus, e da espécie Closterocerus coffeelae. Portanto, sabe-se que existem pelo menos oito
espécies de parasitdides em Evippe em E. tortuosum. Nao houve registro de parasitéides nos
meses seguintes a julho. O registro de adultos Evippe no laboratério foi baixo, pois houve
uma alta taxa de evasdo das lagartas das folhas de E. fortuosum; isso provavelmente ocorreu
devido a falta de condi¢des essenciais para o desenvolvimento do inseto na mina. Adultos
emergiram de julho a setembro e segundo Ishino (2007), a emergéncia dos adultos do minador
coincide com a producao de folhas novas em E. fortuosum, sendo essas folhas ideais para a
colonizag¢do pelo minador.

Geralmente a fauna de lepiddpteros em plantas do cerrado se insere no padrao da regidao

tropical, ou seja, apresenta baixa abundancia em cada espécie (Gongalves, 2007). Sabe-se que
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a freqliéncia das lagartas nas plantas € geralmente baixa e varia de acordo com a idade relativa
das folhas e com a espécie hospedeira, de forma que as espécies mais abundantes em
determinada planta parecem ser aquelas com maior especificidade em sua dieta (Diniz &
Morais, 1997). A propor¢ao de lagartas pode variar em plantas do mesmo género devido as
caracteristicas das espécies como arquitetura e distribuicdo espacial. Gongalves (2007)
verificou uma maior propor¢do de plantas com lagartas em E. fortuosum do que em E.
deciduum. Diniz et al. (2001) observaram que 48% das espécies de lagartas encontradas em
Erythroxylum eram folivoras externas e eram restritas as plantas dessa familia. Apesar da
existéncia de alguns estudos relacionados a interacao entre lagartas e plantas do cerrado (Price
et al., 1995; Diniz & Morais, 1997, 2005; Gongalves, 2007), os estudos sobre a interacao
entre lagartas minadoras e plantas nativas sao escassos.

A andlise de caracteristicas anatdmicas de folhas minadas e ndo minadas foi utilizada
para complementar este estudo, pois caracteristicas fisicas da planta também podem
influenciar a taxa de herbivoria. A andlise da anatomia foliar evidenciou que a maioria das
espécies de Erythroxylum possui epiderme uniestratificada, que é comum a presenca de
células mucilaginosas e epidermes papilosas; os bordos foliares podem ser arredondados ou
acuminados (Beiras & Sajo, 2004). Os resultados do presente estudo mostram que E.
tortuosum possui epiderme uniestratificada, células mucilaginosas e papilosas e bordo foliar
acuminado, corroborando com o trabalho de Beiras & Sajo (2004).

Minas ou hiponomas sdo canais causados pelo consumo de tecidos internos da planta
por larvas minadoras que habitam a folha e se alimentam desses tecidos. Minas sdo
freqlientemente visiveis em forma de serpentina, manchas ou outras formas caracteristicas de
tecido descolorido. (Connor & Taverner, 1997). Lagartas de Leucoptera coffeella (Guérin-
Méneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae) alimentam-se exclusivamente do parénquima
palicddico (Ramiro et al., 2004). Segundo Melo-de-Pinna et. al (2002), a larva durante a
formacdo da mina, consome o clorénquima do mesofilo, bem como os tecidos vasculares de
menor porte, as nervuras de terceira e quarta ordem. Nao ocorreram alteragcdes estruturais em
relagcdo ao tecido da planta hospedeira, exceto a formacdo do meristema de cicatrizagio e o
aumento do teor de substincias fendlicas nas células da mina. Almeida-Cortez et al. (2006)
observaram que a larva consome o tecido parenquimdtico de V. guianensis, deixando a
epiderme intacta, mas nao consome nenhum tipo de nervura. As lagartas de Evippe também
consomem o tecido parenquimdtico e nervuras de menor porte, corroborando assim com o

trabalho de Melo-de-Pinna et.al (2002). Nos cortes da regido minada pode-se observar uma
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pelicula no interior da cavidade da mina. Segundo Ishino (2007), internamente a parte inferior
da mina é forrada por delgada camada de fios de seda tecidos pelas larvas minadoras.
Possivelmente essa pelicula possa ser formada por tais fios de seda, no entanto, uma andlise

mais detalhada precisaria ser feita para se confirmar a natureza dessa pelicula.

49



5. Referéncias Bibliogrdficas

Aide, T.M. (1993) Patterns of leaf development and herbivory in a tropical understory
community. Ecology 74, 455-466.

Almeida-Cortez, J.S & Melo-de-Pinna, G.F.A. (2006) Morphology and anatomy of a leaf
miner in Vismia guianensis (AUBL.) Choisy (Clusiaceae) in fragment of Brazilian

Atlantic Forest. Brazilian Journal of Biology 66, 759-763.

A.O0.A.C. (1995) Official methods of analysis of AOAC Internacional (ed.Cuniff, P.Z.),
Arlington, Virginia.

Ayres, M., Ayres Jr., M., Ayres, D.L. & dos Santos, A.S. (2007) BioStat: Aplicacoes
Estatisticas nas Areas das Ciéncias Biologicas e Médicas; versao 5.0. Instituto de
Desenvolvimento sustentdvel Mamiraud, IDSM/MCT/CNPq, Belém-PA, Brasil.

Awmack, C.S. & Leather, S.R. (2002) Host plant quality and fecundity in herbivorous insects.
Annual Review of Entomology 47, 817-844.

Beiras, A.C. & Sajo, M.G. (2004) Anatomia foliar de Erythroxylum P. Browne
(Erythroxylaceae) do Cerrado do Estado de Sdo Paulo, Brasil. Acta Botanica Brasilica
18, 601-612.

Cates, R.G. (1980) Feeding patterns of monophagous, oligophagous, and polyphagous insect
herbivores: The effect of resource abundance and plant chemistry. Oecologia 46, 22-31.

Coley, P.D. & Barone, J.A. (1996) Herbivory and plant defenses in tropical forests. Annual
Review of Ecology and Systematics 27, 305-335.

Connor, E.F. & Taverner, M.P. (1997) The evolution and adaptative significance of leaf-
mining habit. Oikos 79, 6-25.

Crawley, M.J. (1985) Reduction of oak fecundity by low-density herbivore populations.
Nature 314, 163-164.

Crawley, M.J (2005) Are grazing increaser species better tolerators than decreasers? An
experimental assessment of defoliation tolerance in eight british grassland species.
Journal of Ecology 93, 1005-1016.

Denno, R.F. & McClure, M.S. (1983) Variable plants and herbivores in natural and managed

systems. Academic Press.

Denno, R.F., Peterson, M.A., Gratton, C., Cheng, J.A., Langellotto, G.A., Huberty, A.F. &
Finke, D.L. (2000) Feeding-induce changes in plant quality mediate inter-specifc

competition between sap-feeding herbivores. Ecology 81, 1814-1827.
50



Diniz, I.R. & Morais, H.C. (1997) Lepidopteran caterpillar fauna of Cerrado host plants.
Biodiversity and Conservation 6, 817— 836.

Diniz, I.R., Morais, H.C & Camargo, A.ILA. (2001) Host plant of lepidopteran Caterpillar in
the cerrado of Distrito Federal, Brazil. Revista Brasileira de Entomologia 45, 107-122.

Diniz, I.R. & Morais, H.C. (2005) Abundancia e amplitude de dieta de lagartas (Lepidoptera)
no cerrado de Brasilia (DF). Cerrado: Ecologia, Biodiversidade e Conservacdo (eds. A.
Scariot, J.C. Sousa-Silva & J.M. Felfili), pp.305-318 Ministério do Meio Ambiente,
Brasilia.

Edmunds, G.F.Jr. & Alstad, D.N. (1978) Coevolution in insect herbivores and conifers.
Science 199, 941-945.

Edwards, P.J. & Wratten, S.D. (1981) Ecologia das Interacoes entre insetos e plantas. EPU-
EDUSP. Sao Paulo.

Felfili, J. M. & Silva Janior, M.C. (2001) Biogeografia do bioma Cerrado: estudo
fisionébmico da Chapada do Espigdo Mestre do Sdo Francisco. Departamento de
Engenharia Florestal, Faculdade de Tecnologia, Universidade de Brasilia, Brasilia.

Fortin, M. & Mauffette, Y. (2002) The suitability of leaves from different canopy layers for a
generalist herbivore (Lepidoptera: Lasiocampidae) foraging on sugar maple.Canadian
Journal of Forest Reseach 32, 379-389.

Gentry, G.L. & Dyer, L.A. (2002) On the conditional nature of neotropical caterpillar
defenses against their natural enemies. Ecology 83, 3108-3119

Giner-Chavez, B.I.,, Van Soest, P.J., Robertson, J.B., Lascano, C., Reed, J.D. & Pell, A.N.
(1997) A method for isolating condensed tannins from crude plant extracts with

ytterbium. Journal of the Science of Food and Agriculture 74, 359-368.

Gongalves, C.P. (2007) Larvas de Lepidoptera em duas espécies de Erythroxylum em um
cerrado de Brasilia, DF: Fogo e Fenologia Foliar. Dissertacdio (mestrado)
Universidade de Brasilia, DF.

Gotelli, N.J. & Ellison, A.M. (2004) A Primer of Ecological Statistics. Sinauer Associates,
Sunderland, Massachusetts, USA.

Hunter, M.D. (2003) Effects of plant quality on the population ecology of parasitoids.
Agricultural and Forest Entomology S, 1-8.

Hwang, S.Y. & Lindroth, R.L. (1997) Clonal variation in foliar chemistry of aspen: effects on
gypsy moths and forest tent caterpillars. Oecologia 111, 99-108.

51



Ishino, M.N. (2007) Efeito da assimetria flutuante nos padroes de herbivoria de um minador
foliar em Erythroxylum totuosum Mart. (Erythroxylaceae). Dissertacdo (mestrado).
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, SP.

Johansen, D.A. (1940) Plant microtechnique. McGraw-Hill Book Company Inc., New York

Kagata, H., Nakamura, M. & Ohgushi, T. (2005) Bottom-up cascade in a tri-trophic system:
different impacts of host-plant regeneration on performance of a willow leaf beetle and
its natural enemy. Ecological Entomology 30, 58-62.

Karban, R. & Baldwin, L.T. (1997) Induced response to herbivory. University of Chicago
Press, Chicago.

Kerpel, S.M., Soprano, E. & Moreira, G.R.P. (2006) Effect of Nitrogen on Passiflora
suberosa L. (Passifloraceae) and Consequences for Larval Performance and
Oviposition in Heliconius erato phyllis (Fabricius) (Lepidoptera: Nymphalidae).
Neotropical Entomology 35, 192-200

Kimmerer, T.W. & Potter, D.A. (1987) Nutritional quality of specific leaf tissues and
selective feeding by a specialist leafminer. Oecologia 71, 548-551.

Marschner, H. (1995) Mineral nutrition of righer plants. 2ed. Academic Press San Diego.

Melo-de-Pinna, G.F.A., Kraus, J.E. & Menezes, N.L. (2002) Morphology and anatomy of leaf
mine in Richterago riparia Roque (Asteraceae) in the Campos Rupestres of Serra do
Cipd. Brazilian Journal of Biology 62, 179-185.

Moon, D.C., Rossi, A.M. & Stiling, P. (2000) The effects of abiotically induced changes in
host plant quality (and morphology) on a salt marsh planthopper and its parasitoid.
Ecological Entomology 25, 325-331.

Moon, D.C. & Stiling, P. (2002) The effects of salinity and nutrients on a tritrophic salt-marsh
system. Ecology 83, 2465-2476.

Neeman, G. (1993) Variation in leaf phenology and habit in Quercus ithaburensis, a
Mediterranean deciduous tree. Journal of Ecology 81, 627-634.

O’Brien, T.P., Feder, N., McCully, M.E. (1964) Polychromatic staining of plant cell walls by
toluidine blue. O Protoplasma 59, 368-373.

Ohgushi, T. (2005) Indirect interaction webs: Herbivore-induced effects through trait change
in plants. Annual Review of Ecology and Systematics 36, 81-105.

Oki, Y. (2000) Herbivoria por lepidopteros em Byrsonima intermedia Juss. (Malpighiaceae)
na ARIE Pé-de-gigante, Santa Rita do Passa Quatro SP. Dissertacdo de mestrado.

52



Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo
Paulo, Ribeirao Preto.

Pizzamiglio, M.A. (1991) Ecologia das interagdes inseto-planta. Ecologia Nutricional de
insetos e suas implicacoes no manejo de pragas. (eds. A. Panizzi & J.R. Parra), pp.
101-121. Manole Ltda., Sdo Paulo.

Price, P.W., Diniz, LR., Morais, H.C. & Marques, E.S.A. (1995) The abundance of insect
herbivore species in the tropics: the high local richness of rare species. Biotropica 27,
468-478.

R (2008) The R Foundation for Statistical Computing, version 2.7.1.

Ramiro, D.A., Guerreiro-Filho, O., Queiroz-Voltan, R.B. & Matthiesen, S.C. (2004)
Caracterizacdo anatomica de folhas de cafeeiros resistentes e suscetiveis ao bicho-
mineiro. Bragantia 3, 363-372.

Ribeiro, J.F. & Walter, B.M.T. (1998) Fitofisionomias do bioma Cerrado. Cerrado ambiente e
flora. Planaltina (eds. S.M. Sano & S.P. Almeida), pp. 89-166. EMBRAPA/CPAC,
Distrito Federal.

Rice, W.R. & Hostert, E.E. (1993) Laboratory experiments on speciation: what have we
learned in 40 years? Evolution 47, 1637-1653.

Roslin, T., Gripenberg, S., Salminen, J.P., Karonen, M., O’Hara, R.B., Pihlaja, K. &
Pulkkinen, P. (2006) Seeing the trees for the leaves - oaks as mosaics for a host-specific
moth. Oikos 113, 106-120.

Sagers, C.L. (1992) Manipulation of host plant quality: herbivores keep leaves in the dark.
Functional Ecology 6, 741-743.

Salatino, A. (1993) Chemical ecology and the teory of oligotrophic escleremorfism. Anais da
Academia Brasileira de Ciéncias 65, 1-13.

SAS (2001) SAS/STAT software; version 8.2. SAS Institute, Cary, North Carolina.

Scheirs, J., DeBruyn, L. & Verhagen, R. (2001) Nutritional benefits of the leaf-mining
behaviour of two grass miners: a test of the selective feeding hypothesis. Ecological
Entomology 26, 509-516.

Schile, L. & Mopper, S. (2006) The deleterious effects of salinity stress on leafminers and
their freshwater host. Ecological Entomology 31, 345-351.

Schultz, J.C. & Baldwin, LT. (1982) Oak leaf quality declines in response to defoliation by
gypsy moth larvae. Science 217, 149-151.

Stiling, P.D. (1999) Ecology: theories and applications. Prentice Hall, New Jersey, NJ.

53



Stout, M.J., Workman, K.V. & Duffey, S.S. (1996) Identity, spatial distribution, and
variability of induced chemical responses in tomato plants. Enfomologia Experimentalis
et Applicata 79, 255-271.

Strauss, S.Y. & Zangerl, A.R. (2002) Plant-insect interactions in terrestrial ecosystems. Plant-
Animal Interactions: An Evolutionary Approach (eds. C.M. Herrera & O. Pellmyr), pp.
77-106. Blackwell Publishing, Oxford, UK.

Sugiura, S., Yamazaki, K. & Osono, T. (2006) Consequences of gall tissues as a food
resource for a tortricid moth attacking cecidomyiid galls. Canadian Entomologist 138,
390-398.

Teder, T. & Tammaru, T. (2002) Cascading effects of variation in plant vigour on the relative
performance of insect herbivores and their parasitoids. Ecological Entomology 27, 94-
104.

Tischner, R. (2000) Nitrate uptake and reduction in higher and lower plants. Plant, Cell and
Environment 23, 1005-1024.

Trier, T.M. & Mattson, W.J. (1997) Needle mining by the spruce budworm provides
sustenance in the midst of privation. Oikos 79, 241-246.

Weiss, M.R. (2003) Good housekeeping: why do shelter-dwelling cartepillars fling their
frass? Ecology Letters 6, 361-370.

Williams, L.E. & Miller, A.J. (2001) Transporters responsible for the uptake and partitioning
of nitrogenous solutes. Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular
Biology 52, 659-688.

Whitfield, J.B. & Lewis, C.N. (1999) Braconid Wasp (Hymenoptera: Braconidae) Diversity
in Forest Plots Under Different Silvicultural Methods. Environmental Entomology 28,
986-997.

Zar, J.H. (1999) Biostatistical analysis. Prentice Hall, Upper Saddle River, NJ.

54



CAPITULO 2

Niveis Hierarquicos de Variagao em Plantas de Erythroxylum
tortuosum Mart. (Erythroxylaceae): Tragos Fisicos e Preferéncia de

Oviposi¢ao por um Minador Foliar




1. Introducdo

Alguns estudos clédssicos de interacdes inseto-planta consideram as plantas como
unidades discretas homogéneas, como se fossem ‘“ilhas” de recursos, capazes de causar
variacOes nas densidades populacionais dos herbivoros, bem como em caracteristicas
comportamentais. (Edmunds & Alstad, 1978; Schultz & Baldwin, 1982; Crawley, 1985). No
entanto, sabe-se que variacdes de certos tracos vegetais podem ocorrer em diversas escalas
espaciais, ou seja, variacdes sdo esperadas em escalas maiores do que plantas e no interior das
plantas, criando niveis hierdrquicos de variabilidade, aos quais os insetos herbivoros devem
responder diferentemente (Denno & McClure, 1983; Neeman, 1993; Hwang & Lindroth,
1997; Fortin & Mauffette, 2002; Roslin et al., 2006). Dependendo da varidvel de interesse, o
entendimento do nivel de variabilidade através de um gradiente hierdarquico € muito
importante para o estabelecimento de estratégias corretas de amostragem (Roslin et al., 2006).
Por exemplo, se grande variabilidade é encontrada num nivel de resolu¢do espacial muito
pequeno (variagdes em pequenas escalas), amostragens tomadas em plantas como unidades
discretas ndo seriam apropriadas, podendo conduzir a erros interpretativos no fendmeno
estudado.

Tamanho e forma sdo caracteristicas de grande variacdo entre os diversos grupos de
organismos. Dentro do padrao morfolégico comum a cada espécie, existe uma grande
variedade de adaptacdes (Begon et al., 1996). Variacdes no tamanho e forma dos organismos
refletem determinadas condicdes ambientais, podendo ser uma resposta ao estresse
experimentado por esses individuos (Sposito & Santos 2001). Um fator que pode influenciar
os niveis de herbivoria é o estresse, uma vez que pode afetar a qualidade nutricional das
plantas para os herbivoros (White, 1984). Sob estresse, ndo hé energia suficiente disponivel
para os processos de regulacdo do fendtipo, resultando em erros no desenvolvimento,
refletidos por alteragdes nos tragos e padrdes dentro de individuos (Escés et al., 1997). A
Assimetria flutuante (AF) é uma forma particular de assimetria bioldgica, caracterizada por
desvios sutis e aleatérios da perfeita simetria, podendo ser utilizada como um indice de
instabilidade de desenvolvimento (ID) de um o6rgdo ou organismo bilateral e estresse
ambiental (Tomkins & Kotiaho 2001, Palmer & Strobeck 1986, Palmer 1996).

Um mecanismo possivel para explicar as relacdes entre AF e estresse € o fato dos
organismos requererem energia para compensar o estresse, reduzindo a energia para

crescimento e reproducdo (Koehn & Bayne, 1989), o que pode eventualmente influenciar as
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populacdes. Além disso, o estresse pode reduzir a energia disponivel para manter a precisdao
do desenvolvimento (Sommer, 1996), aumentando a AF em funcdo do estresse. A assimetria
flutuante pode oferecer vantagens em relagdo a outros bioindicadores de estresse, uma vez
que sua medi¢do é facil e de baixo custo (Clarke, 1993). Por exemplo, em plantas foi
demonstrado que a AF foliar aumenta com a polui¢do (Kozlov et al., 1996, Zvereva et al.,
1997), competicao (Retting et al., 1997) e altitude (Wilsey et al., 1998). Alguns estudos tém
encontrado correlagdes positivas entre AF foliar e herbivoria. Correlacdes positivas entre AF
e herbivoria indicam que plantas com folhas assimétricas sdo, em média, mais susceptiveis ao
ataque por herbivoros, e/ou que a propria herbivoria atua como um agente de estresse,
aumentando diretamente o nivel de assimetria (Zvereva et al., 1997; Cornelissen & Stiling,
2005). Entretanto, correlacdo entre AF das folhas e herbivoria ndo € sempre causal (Lempa et
al., 2000), ja que diferencas quimicas e nutricionais entre folhas simétricas e assimétricas
provavelmente influenciam a selecao de folhas pelos herbivoros (Lempa et al., 2000), gerando
correlagdes positivas entre herbivoria e AF (Cornelissen et al., 2003; Cornelissen & Stiling,
2005).

Floate & Fox (2000), acreditam que o uso da AF como um bioindicador de qualidade
ambiental pode ter ampla aplicacdo, mas sugerem que muitas outras questdes precisam ser
discutidas antes que possam ser usadas com confianca. Isto pode ser melhor solucionado
através de estudos que relacionam estresse populacional, assimetria flutuante e adaptabilidade
populacional.

Um aspecto muito importante no estudo da ecologia de insetos minadores ¢é a
distribuicdo dos individuos entre as plantas e entre as folhas da espécie hospedeira (Tuomi et
al., 1981; Stiling et al., 1982; Bultman & Faeht 1986; Simberloff & Stiling, 1987; Faeth,
1990). Estudos dessa natureza sdo de grande importancia, pois revelam mecanismos de
escolha do local de oviposicao, o que é fundamental para a sobrevivéncia da progénie desses
insetos devido ao habito sedentdrio das larvas (Ohgushi, 1992) Alguns estudos indicam que
folhas com maior teor de dgua sdo geralmente preferidas pelos insetos herbivoros, sendo a
agua, portanto, um fator fundamental para sua performance (Scriber & Slansky, 1981; Holton
et al., 2003; Coley et al., 2006). Outro fator que pode influenciar significativamente a escolha
do recurso pelos insetos herbivoros é a quantidade de recurso, podendo influenciar a
preferéncia de oviposi¢do (Prokopy et al., 1983; Roessingh et al., 1990; Wolfe, 1997;
Heisswolf et al., 2006). Segundo Ishino (2007), no momento da oviposi¢do, fémeas de Evippe

selecionam folhas de Erythroxylum tortuosum Mart. com menores teores de d4gua e de maiores
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tamanhos, e relagOes significativas entre preferéncia de oviposicdo e AF ndo foram
encontradas. Apesar da grande importancia destas varidveis na determinag¢do de certos
padrdes em interagdes entre insetos e plantas (Roslin et al., 2006), pouco se sabe sobre seus
niveis de variacdo através de diversas escalas espaciais, e a definicdo da correta escala de
observacdo € fundamental para se detectar padroes ecoldgicos (Levin, 1992). Portanto, para
um melhor entendimento das interacdes entre Evippe e E. tortuosum, informacgdes sobre os
niveis hierdrquicos de variacdo de certos tracos vegetais sdo fundamentais, e ainda ndo
existem estudos com este enfoque para o sistema de estudo.

As plantas de E. fortuosum caracterizam-se por serem deciduas, com as folhas
aglomeradas no dpice do ramo. A abscisdo foliar inicia-se em meados de junho, e a queda
total das folhas da-se por volta de agosto até inicio de setembro As folhas jovens expandem-se
de forma acentuada principalmente do final de setembro a metade de novembro, quando a
fase adulta inicia-se, tornando as folhas coridceas (Ishino, 2007). E. tortuosum é uma planta
arbustiva-arborea tipica dos cerrados (Amaral Jr., 1973), onde pouco se conhece sobre os
organismos ocorrentes e os padrdes e processos populacionais naturais oriundos de interagdes
troficas. O alto grau de especializacdo da interacdo inseto-planta em questdo forma um
sistema propicio para a elaboragdo de experimentos destinados ao estudo de interagdes
populacionais. Além disso, uma caracteristica das folhas desta planta € que estas formam
aglomerados nas extremidades de pequenos ramos, formando claras unidades discretas dentro
de um contexto espacial. Portanto, a hipétese e o objetivo especifico propostos no presente

estudo sdo apresentados a seguir:
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Hipotese:

A seguinte hipétese foi investigada:

1) Tragos vegetais e plantas como “organismos homogéneos”: considerando que tracos
de caracteristicas diversas variam tanto entre plantas como entre diferentes partes
dentro de uma mesma planta (ex. Fortin & Mauffette, 2002; Roslin et al., 2006),
tragos vegetais como teor de dgua, drea foliar e assimetria flutuante (AF) devem variar
através das diferentes escalas espaciais de observacdo, ou seja, através de diferentes

niveis hierarquicos.

Objetivos especificos

Investigar se as fémeas de Evippe respondem significativamente a variacdes no teor de
dgua, no nivel de assimetria e na drea foliar em E. fortuosum, dentro do nivel de resolucao
espacial de maior variabilidade de cada trago; 2) avaliar se a taxa de crescimento das minas e
o nivel de dano causado por este inseto estdo relacionados com os niveis de assimetria

flutuante e com a area foliar de E. tortuosum.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Area de estudo

Foram observados individuos de E. tortuosum (Fig. 1) ocorrentes em fragmento de
cerrado sensu stricto (176,7 ha) pertencente a Fazenda Palmeira-da-Serra (22°48°50” S;
48°44°35” W). O fragmento esta localizado na altura do km 218 da rodovia Jodao Mellao (SP-
255), nas proximidades do municipio de Pratania, Estado de Sdo Paulo. O local de estudo esta
circundado por dreas de acdo antrOpica, com cultivo de soja, eucalipto, Pinus e cana-de-
acucar.

A figura 2 apresenta uma foto mostrando parte do fragmento que foi utilizado para
estudo. As plantas foram marcadas ao acaso através da delimitacdo de quatro transectos (150
m para o interior do fragmento por 20 m de largura). Cada planta foi devidamente marcada
[numeradas em placas de metal (5 cm x 5 cm)], permitindo o conhecimento da origem de todo
o material bioldgico analisado e coletado para estudo. Individuos de referéncia de E.
tortuosum estdo depositados no Herbario “Irina Delanova de Gemtchujnicov”, sob o nimero

de registro BOTU 16869.

2.2 Niveis hierdrquicos: marcagdo das plantas, determinagdo do teor de dgua, da assimetria

flutuante e da drea foliar

Para estudar a variagado hierdrquica dos tragos vegetais, cinco plantas foram marcadas ao
acaso nos transectos. Em cada planta foram marcados dois ramos, de cada ramo foram
marcadas duas bifurcacdes e de cada bifurcacdo foram marcados trés aglomerados de folhas
(Fig.3). Todas as folhas de cada aglomerado foram coletadas, individualizadas em sacos de
papel e identificadas. As folhas foram coletadas quando estavam bem desenvolvidas, porém ainda
jovens sem a presenga de minas. Apds a coleta as folhas foram levadas ao laboratério e pesadas
individualmente (peso fresco- PF) e colocadas em estufa a 50°C por 72 horas. Apds a
secagem, as folhas foram novamente pesadas, obtendo-se o peso seco (PS), calculando-se o teor

de 4gua para cada folha.

Teor de dgua (%) = (PF-PS) *100/PF
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Depois de mensurado o peso fresco, imagens digitais (resolugdo: 2048 x 1536 pixels)
foram geradas fotografando-se cada folha a uma distancia padrdao de 30 cm, por meio de
camera digital (Canon Powershot A400). Um cuidado tomado para minimizar o erro na
obtencdo das imagens foi pressionar sobre a folha e o anteparo da fotografia, uma placa
transparente para deixar as superficies das laminas foliares totalmente planas (Sinclair &
Hoffman, 2003).

Para se determinar o nivel de assimetria, as respectivas larguras do lado direito e
esquerdo foram medidas nas folhas fotografadas partindo-se perpendicularmente da nervura
central até a borda, na por¢do mediana da folha, utilizando-se software de anélise de imagem
(MetaVue Version 6.3r4) (Fig.4). A assimetria absoluta de uma determinada folha foi definida
como a diferenca (médulo) entre a largura direita (LD) e a largura esquerda (LE) (Palmer &

Strobeck, 2003):

Assimetria Flutuante de uma folha: AFiomn, = ILD - LE|

Um importante fator a ser considerado nos estudos de assimetria é o erro de
mensuracdo. Palmer (1996) relata que € importante as diferengas de simetria serem maiores
que os erros de mensuracdo ou que medigdes subseqiientes feitas nas mesmas folhas sejam
altamente correlacionadas, uma vez que o erro pode parecer assimetria. Portanto, cerca de
10% das folhas coletadas (Cornelissen & Stiling, 2005) foram submetidas a uma segunda
mensuragdo para a investigacdo de possiveis erros, correlacionando-se as duas medicoes.

Apés a determinacdo da Assimetria Flutuante (AF), as mesmas fotografias foram
utilizadas para a estimativa da drea de cada folha, novamente utilizando-se software de andlise

de imagem (MetaVue Version 6.3r4).

2.3 Oviposi¢cdo

Para a realizacdo desta etapa de estudo, foram selecionadas nove plantas. Foi observada a
ocorréncia de ovos do minador no periodo mais intenso de oviposi¢do (novembro-dezembro -
2007), em dois momentos distintos. Quando ocorria o aparecimento de ovos em determinada
folha, esta era coletada juntamente com uma folha sem ovos nas proximidades. Apds a coleta,
as folhas com e sem postura eram levadas ao laboratdrio, onde se determinava o teor de dgua,

o nivel de assimetria e a area foliar de cada folha, como descrito no subitem 2.2. Pretendia-se
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coletar as folhas com e sem ovos em cada aglomerado de folhas em cada planta para
comparacoes do padrio de oviposi¢cdo através dos diferentes niveis hierdrquicos. No entanto,
poucos ovos foram observados em cada aglomerado de folhas, uma vez que estes estavam
mais dispersos na copa das plantas. Assim, as coletas foram feitas apenas registrando-se a

planta de origem.

2.4 Determinacdo da taxa de crescimento das minas

Foram selecionadas sete plantas ao acaso contendo folhas com minas em estdgio inicial
de desenvolvimento. Cada folha continha apenas uma mina. No campo, cada folha foi
marcada permanentemente com caneta Sharpie no momento do aparecimento das minas. Com
auxilio de papel acetato, a cada quinze dias foi tracado o contorno das minas de Evippe ainda
no campo. No laboratdrio, os desenhos obtidos foram fotografados (Canon Powershot A400)
a uma distancia padrdo de 30 cm, e o tamanho das minas medido através de software de
andlise de imagem (MetaVue Software, Version 6.3r4). A taxa de crescimento das minas foi
entdo calculada: Taxa de crescimento = (Tamanho final - Tamanho inicial)/Periodo total
(dias) de crescimento das minas. Em cada folha também foi calculada uma porcentagem de

dano foliar (%NF): %NF = (tamanho final da mina/tamanho da folha) x 100.

2.5 Andlise de dados

A coleta de folhas em nivel de aglomerado de folhas teve como objetivo verificar a
variabilidade de cinco niveis hierdrquicos, ou seja, verificou-se a variacdo do teor de dgua,
dos niveis de assimetria e da drea foliar entre as plantas, entre os ramos, entre as bifurcacoes,
entre os diferentes aglomerados de folhas e entre as folhas. Desta forma, foi possivel saber
qual a contribui¢do de cada nivel hierdrquico para a variabilidade das varidveis investigadas.
Como descrito no subitem 2.6 do Capitulo 1 foi feita a andlise dos componentes da variancia
para efeitos randomicos (niveis hierarquicos de varia¢do) (Gotelli & Ellison, 2004; Crawley,
2005), promovendo assim a reparticdo da varidncia. A varidvel aglomerado de folhas foi
agrupada (nested design) na varidvel bifurcacdo, a qual foi agrupada na varidvel ramos, a
qual, por sua vez, foi agrupada na varidvel planta. Todas as varidveis foram consideradas
como randomicas. Através da reparticdo da variancia, a proporcdo com que cada nivel

hierdrquico contribui para a variancia total é conhecida. A proporcdo da variancia (PV) é
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calculada por PV = Szg/(SzE + SZD), em que 52D representa a variancia dentro de um grupo, e
S’ representa a variancia entre os grupos (Gotelli & Ellison, 2004). Um alto valor de PV,
também conhecido como coeficiente de correlagcdo intraclasse (Zar, 1999), representa o caso
onde a maior parte da variancia estd entre os grupos e nao dentro destes. Estas andlises foram
feitas usando o sistema R para Windows, versdo 2.7.1 (R, 2008). Apds a estimativa da
propor¢do da variancia para cada nivel hierdrquico, os respectivos intervalos de confianca
(95%) foram obtidos por Bootstrap (1000 simulagdes) pelo programa BioEstat 5.0 (Ayres,
2007).

ApOs a determinacao da variabilidade dos niveis hierdrquicos, comparagdes dos valores
médios do teor de dgua, da AF e da area foliar foram feitas entre folhas com e sem ovos. No
entanto, no caso da comparagdo do teor de 4gua, uma Anélise de Variancia com dois fatores
(Two-Way ANOVA) (Zar, 1999) foi empregada, com nove plantas e cada planta com folhas
com e sem ovos (design 9 x 2). Utilizou-se neste casco a andlise de varidncia com dois
fatores, considerando plantas e tipos de folha, porque as maiores variabilidades foram
encontradas nos niveis de planta e folha, respectivamente (ver Resultados). As varidveis
planta e tipo de folha foram consideradas de efeito randomico e de efeito fixo,
respectivamente. No caso da drea foliar e AF, a varidvel planta nio foi considerada nas
andlises, sendo as comparacdes feitas considerando apenas o tipo de folha, uma vez que a
maior variabilidade foi encontrada entre as folhas (ver Resultados). No entanto, como folhas
de cada tipo, com e sem ovos, foram obtidas de cada planta, caracterizando um agrupamento
(nested design), as comparagdes foram feitas por Bootstrap para fins de andlise de variancia
(um critério), ou seja, foram feitas reamostragens dos dados (amostras numerosas sao
retiradas de uma pequena amostra, com reposicao) com 10000 simulagdes. Este procedimento
reduziu o efeito “planta” nestas andlises. As simulacdes foram feitas pelo programa BioEstat
5.0 (Ayres, 2007), e as varidveis teor de dgua, area foliar e AF foram transformadas em
arcsenVprop, raiz quadrada e log (x + 1), respectivamente, para atender a normalidade.

Para verificar a relacdo entre a taxa de crescimento das minas e AF e area foliar, bem
como entre a porcentagem de dano e AF e drea foliar, andlises de regressdo multipla (Zar,
1999) foram empregadas, tendo como varidveis independentes AF e drea foliar. Para a
aplicacdo destas andlises as varidveis independentes ndo devem ser correlacionadas, evitando-
se a multicolinearidade (Gotelli & Ellison, 2004). Portanto, uma anélise de correlagdo entre
AF e area foliar foi empregada, novamente através da reamostragem via Bootstrap (10000

simulagdes).
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Fig. 1. Individuos de E.tortuosum em fragmento de cerrado. A. Individuo com primérdios foliares e
botdes florais. B. Individuos com folhas adultas.

Fig. 2. Vista parcial do fragmento de cerrado utilizado no estudo pertencente a reserva particular
“Fazenda Palmeira-da-Serra”, municipio de Pratania-SP.
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Fig. 3. Aglomerado de folhas, no dpice do ramo de E. fortuosum

Medicdo de

Identificacdo da — S assimetria foliar
planta

Fig. 4. Andlise de imagem de folha de E. torfuosum para medi¢des do nivel de assimetria

flutuante, da area foliar
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3. Resultados

Pela andlise de reparticdo da varidncia constatou-se que o nivel de variabilidade
dependeu de cada traco investigado (Figs. 5-7). No caso do teor de d4gua a maior variabilidade
encontrada foi em nivel de planta, seguida pela variabilidade em nivel de folha, representada
pelo residuo (Fig. 5). No caso da drea foliar, a maior variabilidade foi encontrada em nivel de
folha, aparecendo em seguida o nivel de planta, com menos de 30% da variabilidade (Fig. 6).
A AF apresentou grande variabilidade em nivel de folha, representando 90% de toda a
variabilidade (Fig. 7).

Ap6s a determinacdo dos niveis de variabilidade de cada trago vegetal, as comparacoes
entre os valores médios do teor de 4gua, da drea foliar e do nivel de assimetria foram feitas
entre folhas com e sem ovos. Portanto as comparacdes do teor de dgua demonstraram
diferencas significativas entre plantas (Fig. 8) e entre tipo de folha (Tabela 1). Apesar de ndo
ter havido diferencga significativa para efeito de interacdo (Tabela 1), comparacdo pareadas
dos valores médios do teor de dgua das folhas com e sem ovos em cada planta foram feitas,
verificando-se que a diferenga mais marcante ocorreu na planta 47, uma vez que houve
diferenca significativa entre os valores médios pelo teste LSD (Least Significant Difference; P
= 0,001) (Fig. 9). Constata-se também pela figura 9 que na maioria das vezes as folhas com
ovos apresentavam menores teores de dgua. No caso da 4drea foliar e AF, ndo foram
encontradas diferengas significativas entre folhas com e sem ovos (Tabela 2). Constatou-se que
a maioria dos ovos foi depositada de novembro e dezembro de 2007 (Fig. 10).

O resultado da correlacdo linear, através da reamostragem via Bootstrap (10000
simulagdes), demonstrou que as varidveis AF e drea foliar ndo s3o correlacionadas
significativamente (r (Pearson) = 0,096; r (simulacdo) = -0,1417; P (simulac¢do) = 0,278).
Portanto, estas varidveis foram consideradas como independentes, pois ndo apresentaram
multicolinearidade (Gotelli & Ellison, 2004). No caso da andlise de regressdo multipla entre a
taxa de crescimento das minas (varidvel dependente) e a AF e a drea foliar (varidveis
independentes) ndo foi constatada diferenga significativa (F (2, 32) = 0,029; P = 0,0018; P =
0,972); no entanto, para a andlise de regressdo multipla entre a porcentagem de dano (varidvel
dependente) e a AF e a drea foliar, houve diferenca significativa (F (2, 32) = 8,739; P o=
0,353; P = 0,012). No entanto, somente o coeficiente de regressdo para drea foliar foi
significativo (b = —0,0036; t = —4,159; P = 0,0002), o qual foi negativo, indicando que os

maiores danos ocorreram nas folhas menores.
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Fig. 5. Componentes da variancia para determinacao da variacdo do teor de dgua entre plantas, ramos,

bifurcacdes e aglomerado de folhas. As barras representam 95% de intervalo de confianca.
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Fig. 6. Componentes da variancia para determinacdo da variacdo da area foliar entre plantas, ramos,

bifurcagdes e aglomerado de folhas. As barras representam 95% de intervalo de confianca.
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Fig. 7. Componentes da variancia para determinacio da variacdo do nivel de assimetria flutuante (AF)
entre plantas, ramos, bifurcacdes e aglomerado de folhas. No caso dos niveis de planta e bifurcacao, as
variagdes foram pequenas o suficiente para serem estimadas como zero. As barras representam 95%

de intervalo de confianca.

Tabela 1. Resultados da Andlise de Variancia (Two-Way ANOVA) comparando os valores
médios do teor de dgua (%) das folhas entre plantas, tipo de folha (com ou sem ovos) e

interacao entre os fatores.

Fonte de variacao* GL QM F P
Planta 8 0,072 38,850 <0,0001
Tipo de folha (com ou sem ovos) 1 0,013 5,776 0,043
Planta x Tipo de folha 8 0,002 1,222 0,287

*As varidveis Planta e Tipo de folha foram consideradas de efeito randémico e fixo,
respectivamente.
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Fig. 8. Distribui¢cdo dos valores médios do teor de dgua (%) das folhas entre as diferentes plantas. Os

valores diferiram estatisticamente através da Analise de Varidncia (ver resultados na Tabela 1).
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Fig. 9. Comparacdo dos valores médios do teor de dgua (%) das folhas com e sem ovos em cada

planta. Apesar de ndo haver diferenca significativa para efeito de interacao (Tabela 1),

verifica-se que a diferenca mais marcante ocorreu na planta 47, uma vez que houve diferenca

significativa entre os valores médios pelo teste LSD (Least Significant Difference; P = 0,001).
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Tabela 2. Resultados das comparagdes por Bootstrap (10000 simulagdes) para fins de Andlise
de Variancia (um critério), comparando os valores médios da édrea foliar (mmz) e da AF entre

os tipos de folha (com ou sem ovos).

Varidvel resposta Média geral (simulagdo)
Desvio (simulacao) P
Area foliar 52,548 0,330 0,487
Simetria 0,2018 0,009 0,202

Fig. 10. Porcentagem de ocorréncia de ovos do minador no periodo mais intenso de oviposi¢do

(novembro-dezembro/2007).

70



4. Discussdo

Os resultados apresentados neste estudo mostram que as plantas de E. tortuosum nao
sdo uniformes para a maioria dos tracos investigados. Portanto, cada planta pode ser
considerada como um mosaico de caracteristicas heterogéneas. As plantas de E. fortuosum
podem ser consideradas como unidades discretas de recurso apenas para o teor de dgua, o qual
parece ser importante para o minador no momento da escolha do recurso. Alguns estudos
mostram que folhas com maior teor de dgua sdo preferidas por muitos insetos herbivoros,
sendo um fator fundamental para o desempenho (Scriber & Slansky, 1981; Holton et al.,
2003; Coley et al., 2006). No entanto, Ishino (2007) encontrou que no momento da
oviposi¢cao as fémeas de Evippe preferiram ovipor em folhas com menores teores de agua.
Este autor sugere que a alta umidade poderia conferir maior mortalidade as lagartas,
favorecendo a proliferacdo de microrganismos entomopatogénicos nas minas, aumentando a
mortalidade dos minadores. Outro argumento apresentado por Ishino (2007) é que o alimento
ideal para as larvas n3o seria 0 mesmo para as mariposas adultas, as quais ndo estariam
selecionando um recurso ideal na oviposic¢ao para o desenvolvimento dos seus descendentes.

Apesar de em geral as fémeas preferirem ovipor em plantas onde a prole apresentard um
bom desenvolvimento (Awmack & Leather, 2002), Schoonhoven et al. (2005) ressaltam que
os recursos utilizados pelos adultos e pelas larvas nem sempre sdo idénticos. Portanto, €
possivel que as fémeas tenham preferéncia por folhas mais secas, das quais houve a
emergéncia dos adultos. Os resultados do presente estudo corroboram com os achados de
Ishino (2007), uma vez que diferengas significativas foram encontradas entre folhas com e
sem ovos, verificando-se um menor teor de dgua nas folhas com ovos. Estes resultados
também mostram que o fator “planta” foi importante para demonstrar variagdo do teor de
agua entre as folhas, pois exatamente neste nivel de resolucdo espacial é onde se espera uma
maior variabilidade deste traco. E justamente a variabilidade entre folhas ocupou o segundo
lugar nos niveis hierdrquicos, o que sugere que estes insetos selecionam plantas de menor teor
de agua e, uma vez dentro da planta, uma nova selecdo por folhas pode ocorrer para a
oviposi¢ao.

Um fator que também € muito importante para a escolha do local de oviposicao pelos
insetos herbivoros é o tamanho do recurso (Prokopy er al., 1983; Roessingh et al., 1990;
Wolfe, 1997; Heisswolf et al., 2006). Além da preferéncia por folhas com menor teor de dgua

como sitios de oviposi¢ao, Ishino (2007) encontrou que as fémeas de Evippe tinham
71



preferéncia por folhas maiores, utilizando-se, de forma similar ao presente estudo, a menor
escala espacial de investigacdo para andlise de dados, ou seja, a escala de folha. No entanto,
esta preferéncia ndo foi verificada no presente estudo. Uma possivel explicacdo para esta
diferenca é que no trabalho de Ishino (2007) foram utilizadas 30 plantas para esta
comparacdo, enquanto que neste estudo foram utilizadas nove, demonstrando grande
diferenca no “N” amostral.

A assimetria flutuante tem sido utilizada como medida de avalia¢do da instabilidade do
desenvolvimento (ID), avaliando desta forma o nivel de stress de um organismo. Alguns
estudos mostram que plantas sob stress, com alto grau de AF, teriam maior suscetibilidade ao
ataque de herbivoros (Mgller, 1995; Zvereva et al., 1997; Cornelissen et al., 2003;
Cornelissen & Stiling, 2005). No entanto, Bafiuelos et al. (2004) ndo encontraram relacdes
significativas entre AF e herbivoria, conteddo de um composto secundario, dimorfismo sexual
e ID, para a planta Rhamnus alpinus. Wiggins (1997) também ndo encontrou relagdes
significativas entre a preferéncia de oviposi¢ao da mariposa Imbrasia Belina e o grau de AF
das plantas de Colophospermum mopane. No presente estudo ndo foi verificada a preferéncia
de oviposicao de Evippe por folhas com diferentes niveis de assimetria, 0 mesmo acontecendo
no estudo de Ishino (2007), indicando que as fémeas de Evippe talvez ndo consigam perceber
diferencas nos niveis de assimetria das folhas de E. tortuosum, utilizando outros tracos
vegetais para a selecao de sitios de oviposi¢ao.

Roslin et al. (2006) investigou a variacdo espacial de um sistema considerado cldssico
no que diz respeito a interagdes inseto-planta: o carvalho Quercus robur L. (Crawley, 1985;
Faeth, 1986; Tikkanen & Julkunen-Tiitto, 2003). Segundo os autores, a reparticdo da
variancia de plantas hospedeiras em diferentes niveis hierdrquicos é fundamental para um
entendimento satisfatério das interacOes entre herbivoros e plantas, tanto dentro de uma
perspectiva ecoldgica como evolutiva. Por exemplo, a distribui¢do espacial da qualidade da
planta hospedeira tem implica¢des profundas para a teoria ecolégica moderna, uma vez que o
nivel no qual um grupo (populacdo) de insetos deve se adaptar a sua planta hospedeira
dependerd do nivel de diferenciacdo entre as plantas como individuos. Se diferentes partes da
mesma planta variam consideravelmente em qualidade, pressdes de selecio devem ser muito
inconsistentes para permitir adaptagdes locais (“hipétese de heterogeneidade do hospedeiro”,
Whithan, 1983; Whithan et al., 1984; Cobb & Whithan, 1993, 1998). Roslin et al. (2006)
encontraram grande variacdo entre carvalhos individuais no que diz respeito a compostos

fendlicos, e em escalas espaciais bem finas estes compostos variaram muito pouco, sendo bem
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consistentes. Ja a drea foliar e o teor de dgua, diferiram consideravelmente dentro das plantas.
Os autores concluem que a idéia de um carvalho como uma “ilha” de qualidade internamente
homogénea é equivocada. Diferentemente do estudo de Roslin ef al. (2006), neste estudo
verificou-se que os taninos variavam mais nas menores escalas espaciais (Fig. 9, Capitulo 1) e
o teor de dgua variou mais entre plantas individuais (Fig. 5). No entanto, similar ao estudo de
Roslin et al. (2006), a area foliar variou mais entre as folhas (Fig. 6). Portanto, plantas de E.
tortuosum também nao podem ser consideradas como “ilhas” de qualidade homogénea, uma
vez variagdes considerdveis dentro das plantas foram observadas. Conseqiientemente,
variagOes internas considerdveis devem ocorrer mesmo em plantas de pequeno/médio porte,
influenciando o nivel de resolu¢do da escolha do recurso pelos herbivoros (Fritz & Nobel,
1989; Thompson, 1988; Mayhew, 1997; Awmack & Leather, 2002).

Constatou-se neste estudo uma relacdo ndo significativa entre a taxa de crescimento das
minas e AF e a drea foliar. A porcentagem de dano também nio teve qualquer relacdo com a
AF, mostrando novamente que a AF ndo deve ser importante neste sistema, apesar deste traco
ser muito varidvel dentro de cada planta. Portanto, os minadores ndao devem estar causando
assimetria nas folhas de E. tortuosum e os diferentes niveis de assimetria também ndo devem
estar influenciando o desempenho destes insetos. Embora os insetos herbivoros possam ser
agentes causadores de estresse, aumentando diretamente o nivel de assimetria (Zvereva et al.,
1997), este padrdao nao foi observado neste estudo, o que corrobora com os resultados de
Ishino (2007), que sugerem que Evippe ndo € causador de assimetria em folhas de E.
tortuosum. A porcentagem de dano foi inversamente relacionada com a area foliar, mostrando
que as menores folhas possuiam maiores danos. Considerando que apds o estabelecimento das
minas a drea das folhas de E. tortuosum praticamente ndo se altera (Ishino, 2007), os maiores
danos nas folhas menores se justifica pelo crescimento das minas apenas, € ndo por um
comprometimento do desenvolvimento das folhas apds a infestacdo. Além disso, como a taxa
de crescimento das minas ndo variou em funcdo da éarea foliar, as minas cresceram de forma
similar entre as folhas, assim, as folhas menores tiveram maior drea consumida (relativa ao

total da folha) por intervalo de tempo.
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Conclusoes

y

2)

3)

4)

5)

6)

Infestagdes de Evippe geram variabilidade intermedidria em populagdes de E.
tortuosum no que diz respeito aos conteidos de taninos e nitrogénio, sendo esta
variabilidade mais intensa na fase final de desenvolvimento das minas;

A grande maioria das folhas apresentou apenas uma mina, mostrando mortalidade
relativamente baixa do estdgio de ovos para o estdgio larval, uma vez que a maioria
das folhas continha de 1 a 3 ovos;

As fémeas de Evippe apresentaram preferéncia de oviposi¢cdo por folhas com menores
teores de 4dgua;

A assimetria flutuante e a drea foliar ndo tiveram relacdo com a taxa de crescimento
das minas e com a porcentagem de dano. No entanto, os maiores danos ocorreram nas
menores folhas;

Tracos vegetais como assimetria flutuante, drea foliar e teor de dgua apresentaram
variabilidade diferenciada dependendo do nivel de resolucdo espacial investigado;
Plantas de E. tortuosum nao podem ser consideradas como ‘“‘ilhas” de qualidade
homogénea, uma vez variacOes consideraveis dentro das plantas foram observadas,

influenciando o nivel de resolu¢do da escolha do recurso pelos herbivoros.
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