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RESUMO

Muitos sao os fatores que regem as escolhas dos organismos no processo de selecao
de habitats. A decisdo de colonizar um espago é o resultado da percep¢do que o
individuo compila do cenario em que esta inserido, o que reflete diretamente na
distribuicdo das popula¢des e comunidades. Em areas degradadas, a ecologia da
restauracdo elabora estratégias baseadas em aspectos da ecologia do movimento e
da paisagem, investigando como recuperar a biodiversidade nesses locais. A técnica
de nucleacdo é uma dessas alternativas, a qual consiste em disponibilizar abrigos
artificiais nos espacgos afetados, associados (ou ndo) a algum atrativo para grupos
de fauna especifica. Detritivoros sdo responsaveis pela maioria dos servigos
ecossistémicos do solo, além de potenciais colonizadores primarios em dareas
degradadas nos primeiros estagios de sucessdo ecoldgica. A presente tese investigou
a eficiéncia de combinacdes de elementos quimicos e fisicos do ambiente na
dinamica de ocupacdo de abrigos artificiais pela fauna edafica, com foco nas
respostas comportamentais de trés grupos ecomorfologicos de is6podos terrestres
(runner, clinger e roller). Foi necessaria verificagdo da eficacia de métodos de
marcacgao de isopodos, as quais permitissem o monitoramento e identificagcdo de
individuos em campo por recaptura. Nos Capitulo 1 e 2 foi possivel observar a
eficiéncia de esmalte de unha. O material exibiu durabilidade confiavel de 15 dias e
a sobrevivéncia dos animais ao processo de marcag¢do variou de acordo com as
caracteristicas da cuticula de cada grupo ecomorfologico. O esmalte também nao
afetou a habilidade dos animais de ingerem alimento, tdo pouco no comportamento
locomotor e de agregacdao em experimentos de laboratorio. Os Capitulos 3 e 4
avaliaram o comportamento dos is6podos frente a metabdlitos secundarios
vegetais: flavonoide rutina na alimentacao (isolado em um alimento artificial), e
6leo essencial de Eucalyptus salignana sobrevivéncia e selecdo de microhabitats. As
trés espécies de isdpodos demonstraram maiores taxas de ingestao nos tratamentos
com menores doses de rutina. A selecio de microhabitats em arenas e a
sensibilidade ao 6leo essencial também foi relacionada as caracteristicas de cada
grupo ecomorfolégico de is6podo, com grande destaque para a importancia do
comportamento de agregacao na sobrevivéncia e na escolha de abrigos expostos ao

volatil. No Capitulo 5 foram utilizados os resultados metodolégicos (Cap. 1 e 2) e de



avaliacdo dos parametros quimicos e fisicos (Cap. 2, 3 e 4) para o experimento em
campo, combinando esses elementos a abrigos artificiais (papelao), observando os
resultados tanto para isépodos como também para grupos mais abundantes de
artropodos de solo. Foram coletados 3457 individuos pertencentes a 18 grupos
taxondmicos. Nas trés areas estudadas, as trés espécies de is6podos ocuparam com
maior frequéncia os abrigos com agregacao pré-formadas de coespecificos, o que
corrobora com a eficiéncia da sinalizacdo quimica e fisica em Oniscidea. Para outros
grupos de fauna edafica, na area 1 foi observada alta abundancia de colémbolos nas
amostras de serapilheira (controle), aranhas ocorreram em maior nimero nos
abrigos combinados a serapilheira artificial com exposi¢cdo ao 6leo essencial de £
saligna na area 2 e formigas foram encontradas em maior frequéncia nos abrigos
sem aditivos na area 3. De modo geral, Araneae e Isopoda foram os principais
colonizadores dos abrigos de papeldo. A utilizacao da técnica de nucleacdo com
esses materiais pode contribuir para experimentos de restauracdo que tenha

enfoque em macrofauna de solo.

Palavras-chaves: Marcacgdo-recaptura, papeldo, flavonoide, éleo essencial, fauna

edafica.



Abstract

There are many factors that govern the choices of organisms in the process of
habitat select. The decision to colonize a territory is the result of the individual's
perception of the scenario in which it is inserted, and that directly reflects in the
populations and communities distribution. In degraded areas, restoration ecology
develops strategies based on aspects of movement and landscape ecology
investigating how to recover biodiversity in these locations. The nucleation
technique is one of these alternatives, which consists of providing artificial shelters
in the impacted areas, associated (or not) with some attractive elements for specific
fauna groups. Detritivores are responsible for most of the soil's ecosystem services,
in addition to potential primary colonizers in degraded areas in the early stages of
ecological succession. This thesis investigated the efficiency of combinations of
chemical and physical elements of the environment in the occupation dynamics of
artificial shelters by the edaphic fauna. It focused on three ecomorphological groups
of terrestrial isopods (runner, clinger and roller), to observe each other’s different
behavioral responses. Verifying the effectiveness of marking methods was
necessary, so that they allowed the monitoring and identification of isopods
individuals by recapture in the field. In Chapters 1 and 2, the efficiency of nail polish
was assessed through experiments. Besides highlighting the 15-day reliable
durability of the material, it has also shown that the animals' survival within the
marking process varied according to the cuticle characteristics of each
ecomorphological group. Neither has the nail polish affected the animals' ability to
ingest food, nor has it affected the locomotor and aggregation behavior in laboratory
experiments. Chapters 3 and 4 evaluated the behavior of isopods against plant
secondary metabolites: rutin flavonoid in feeding (isolated in an artificial food), and
Eucalyptus saligna essential oil for survival and microhabitat selection. The three
species of isopods demonstrated higher rates of ingestion in treatments with lower
doses of rutin. The selection of microhabitats in arenas and the sensitivity to
essential oil was also related to the characteristics of each isopod ecomorphological
group, with great emphasis on the importance of aggregation behavior in survival
and in the choice of shelters exposed to the volatile. In Chapter 5, the methodological

results (Chap. 1 and 2) and the evaluation of the chemical and physical parameters



(Chap. 2, 3 and 4) were used for the experiment in the field, combining these
elements with artificial shelters (cardboard). In the field, 3457 individuals
belonging to 18 taxonomic groups were collected. In the three areas studied, the
three species of isopods most frequently occupied shelters with pre-formed co-
specific aggregations, which corroborates with the efficiency of intraspecific
chemical and physical signaling. For other edaphic fauna groups, in area 1 a high
abundance of collembola was observed in the litter samples (control), spiders
occurred in greater numbers in shelters combined with artificial litter with
exposure to E. saligna essential oil in area 2 and ants were found with higher
frequency in shelters without additives in area 3. In general, Araneae and Isopoda
were the main colonizers of cardboard shelters. The use of the nucleation technique
with these materials can contribute to restoration experiments that focus on soil

macrofauna.

Keywords: Marking-recapture, cardboard, flavonoid, essential oil, edaphic fauna
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INTRODUGCAO GERAL

Interagdo individuo-espago

Muitos sao os fatores que regem as decisdoes dos organismos na ocupagao
dos espacos. Em diferentes proporg¢des, as condi¢cdes externas e internas aos
individuos determinam a magnitude da motivacdo para a sua mudanca de
localizagdo e/ou permanéncia em um determinado local (Nathan et al. 2008, Gurarie
et al. 2009). A decisdao de ocupar (ou nao) um habitat é o que resulta de toda

percepcdo que ele compila do cenario em que esta presente (Nathan et al. 2008).

Os individuos definem sua area de vida através do reconhecimento
gradativo do espaco em que estdo inseridos, criando rotas de deslocamento para
abrigos e/ou fontes de alimento (desenvolvendo a capacidade de navegacao -
condicdo interna) e identificando a presenca/auséncia de possiveis
presas/predadores e/ou outros sinais quimicos/fisicos no local (condi¢des do
ambiente) (Holyoak et al. 2008, Revilla & Wiegand 2008, Rolandsen et al. 2016).
Como resultado, todas essas etapas que compdem os mecanismos de deslocamento
influenciam na estrutura de populagdes, comunidades e ecossistemas em escala
espaco-temporal (Nathan etal. 2008, Gurarie et al. 2009, Thurfjell et al. 2014). Nesse
ambito, a ecologia do movimento descreve a dinamica de antes, durante e depois do
deslocamento, tendo em vista aspectos comportamentais e ambientais relacionados
aos deslocamentos de forrageio, de dispersao e de migracdo, além de averiguar
mecanismos de sele¢do de habitats e interacdes intra e interespecificas (Nathan et

al. 2008, Thurfjell et al. 2014).

Interdisciplinaridade em Ecologia

Para conhecer a relagdo ambiente-organismo, também é indispensavel
compreender o que define a base da ecologia da paisagem, no que se refere aos
diferentes processos ecoldgicos que podem originar a heterogeneidade espacial em

diferentes escalas (Dyck & Baguette 2005, Revilla & Wiegand 2008). Entender como

3



as caracteristicas de determinadas dareas influenciam na composi¢do das
comunidades, bem como quais sdo os fatores que propiciam a estabilidade das
interagdes locais que fazem a manutenc¢do da dindmica das populagdes ali presentes
e quais sao os recursos disponiveis que vao estimular a selecdo desses habitats, sao
informagdes que elucidam modelos de predicao de distribuicdo das espécies nos
mais diversos ambientes (Hamilton et al. 2006, Revilla & Wiegand 2008, Yang et al.
2016). Deste modo, a interdisciplinaridade existente quando se descreve o
movimento de animais e a sua interacdo com a paisagem também cooperam com a

ecologia da conservagdo e da restauracao (Yang et al. 2016).

O principal objetivo da ecologia da restauracao é restabelecer os processos
e a estrutura do ecossistema original, através de estratégias que garantam os
sucessivos incrementos em biodiversidade nas paisagens degradadas (Kageyama &
Gandara 2005). Além disso, os métodos adotados em planejamentos de restauracdo
almejam a acelerag¢do do processo de recuperacao dessas areas impactadas e de seus
servicos ecossistémicos (Dobson et al. 1997, Reis et al. 2010). Varios sdo os
procedimentos de “intervencdo” em espacos que sofreram algum tipo de impacto.
Dentre eles, a técnica de nucleagdo se baseia na implantacao de Aotspots dentro das
areas degradadas, visando a interagdo com os possiveis remanescentes florestais do
entorno e promovendo fluxos ecologicos (Longcore 2003, Reis et al. 2010). Os
nucleos podem consistir no plantio de espécies arbéreas ou arbustivas, na
transposicdo de solo, em implementacao de banco de sementes e na instalacao de
abrigos artificiais para animais (Rodrigues & Gandolfi 2000, Beisiegel 2006, Bechara

et al. 2007, Hodge et al. 2007, Podgaiski et al. 2007, Bechara et al. 2016).

O emprego da nucleagdo através da distribuicdo de abrigos artificiais
promove “gatilhos ecolégicos” (Bechara 2006, Reis et al 2007), o que condiciona
locais propicios para a colonizacao de determinada fauna-foco (ou varios grupos de
fauna), variando com as caracteristicas dos materiais/artefatos utilizados (Reis et
al. 2003, Hodge et al. 2007). A criacdo de microhabitats especificos pode
desencadear a irradiacao das espécies pioneiras nesse espaco como um todo,
estabelecendo um melhor fitness para as popula¢des correspondentes (Reis et al.
2003). Abrigos artificiais associados a algum atrativo, como acimulo de material

organico (serapilheira), por exemplo, podem intensificar a ocupacdo desses
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microhabitats por organismos decompositores. Por consequéncia, a fragmentacao
desse material estimula a producdo de matéria organica e, potencialmente, esses
organismos realizam seu servico ecossistémico auxiliando na recuperagao de solos

degradados (Reis et al. 2003).

Fauna de solo

Nas ultimas décadas, visto as intensas atividades do uso da terra pelo
homem, a preocupacao com a degradacgao dos solos tem crescido, recebendo mais
destaque entre as pesquisas (Bolger et al. 2000, Quadros 2010, Menta 2012). O
desmatamento e manejo de espacos agricolas com monoculturas tém alterado de
forma significativa as caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas do solo (Khan et
al. 2000, Carneiro et al. 2008). Essas atividades antropicas influenciam diretamente
na diversidade da fauna edafica (Quadros 2010), a qual é responsavel por diversos
processos-chave da degradagdo da matéria organica e ciclagem de nutrientes, sendo
também os principais componentes das cadeias troéficas do solo (Jeffery et al. 2010,
Calderon-Cortés et al. 2011, Menta 2012, Lehmitz et al. 2012). Todas as atividades
desempenhadas pelos organismos de solo sdo essenciais para a recuperagao de
areas degradadas (Waid 1999). Além disso, os individuos da fauna edafica sao
potenciais colonizadores primarios em areas que estdo em algum estagio preliminar
de sucessdo ou restauracao ecoldgica, logo apds o estabelecimento de vegetacao
pioneira (Broza & Izhaki 1997, Hagvar et al. 2009, Courtney et al. 2010, Hagvar
2010, Braten et al. 2012, Lehmitz et al. 2012). A micro-, meso- e a macrofauna
edafica atuam na formacao, na microestrutura e na fertilidade do solo (Brussaard
1998, Wanner & Dunger 2002,). Por consequéncia dessa atividade, acabam
modificando ou criando novos ambientes para as proximas espécies colonizadoras

(Brussaard 1998, Wanner & Dunger 2002).

A alta diversidade da fauna de solo reflete na sua ampla plasticidade em
relacdo as suas estratégias alimentares, apresentando espécies herbivoras, onivoras
e carnivoras (predadores) (Brussaard 1998, Menta 2012). Além disso, os
organismos edaficos sdo capazes de mudar de habito alimentar dependendo das

fontes disponiveis, o que possibilita individuos herbivoros ou carnivoros passarem
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a ingerir residuos organicos e, consequentemente, atuarem como detritivoros
(Menta 2012). Dentre a fauna detritivora que atua na decomposi¢io da matéria orginica

e na ciclagem de nutrientes do solo estdo os isdpodos terrestres (Isopoda, Oniscidea)

(Zimmer et al. 2003, Quadros & Araujo 2008, Wood et al. 2012).

[s6podos terrestres e seu papel no ambiente

Isépodos sdo considerados modelos de artrépodos macrodecompositores devido
a sua fisiologia, morfologia, comportamento e respostas ecoldgicas a diferentes mudancas
climaticas em diversos ambientes (Davis & Sutton 1977, Dixie et al. 2015). Além disso, esses
animais podem tolerar altos niveis de metais pesados, e por isso tém sido indicados em
estudos como organismos bioindicadores, mostrando-se chave para monitoramento e
planejamento ambiental (Hendrickx etal. 2003, Hassall et al. 2005, Quadros 2010, Podgaiski
etal. 2011).

Os is6podos terrestres participam nos primeiros niveis tréficos de muitas
cadeias alimentares, sendo predados por formigas, aranhas, sapos, salamandras,
lagartos, aves e alguns mamiferos (Warburg et al. 1984, Harding & Sutton 1985,
Whitaker et al. 1986, Deslippe et al., 1996, Pollard et al. 1995, Linzey et al. 1998).
Sao encontrados se abrigando embaixo de rochas, troncos caidos e fendas, se
orientando pelas caracteristicas fisicas do ambiente, principalmente através do
contato tatil com o substrato (Cloudsley-Thompson 1958, Anselme 2013). Também
ha registro da utilizacdo da percepcao visual e olfativa para distinguir os tipos de
serapilheira disponiveis no ambiente (Gunnarsson 1987, Zimmer et al. 1996). Além
disso, sabe-se que isépodos respondem a estimulos emitidos por volateis de
microorganismos (Zimmer et al. 1996) e, principalmente, ao feromdénio de
agregacao de coespecificos, liberados nas fezes (Takeda 1984). Através dessas
evidéncias quimicas no ambiente os isopodos iniciam um aglomerado de individuos,
o qual oferece manuten¢do da regulacdo hidrica, aumento de encontros de
potenciais parceiros para reproducao e diminuicdo do risco de preda¢do (Hornung
& Warburg 1996, Broly et al. 2012, 2013). Outra caracteristica relevante desse
comportamento se da no fato de que a agregacdao é um dos mais basicos pre-

requisitos para a vida cooperativa, no qual se compartilha informagdes sobre a



qualidade dos recursos do ambiente (Deneubourg et al. 2002, Valone & Templeton

2002, Devigne et al. 2011).

Quanto a preferéncia alimentar de is6podos, sabe-se que ela é influenciada
pelas caracteristicas dos residuos vegetais, no que diz respeito aos componentes
fisicos e quimicos de defesa da planta ainda presentes na serapilheira (metabdlitos
secundarios), bem como ao nivel de colonizagdo por microorganismos e ao estagio
de decomposicdo das folhas (Cotrufo et al. 1998, Zimmer 2002, Gunnarsson 1987,
Boelter et al. 2009, Wood et al. 2012). Dentre esses compostos secundarios vegetais
estdo os flavonoides e 6leos essenciais, cuja composi¢do varia nas diversas familias
de plantas, e desempenham a funcao primordial de defesa contra herbivoria e
patégenos (Canhoto & Graca 1999, Randlkofer et al. 2010). Além dos isépodos,
varios outros grupos da biota de solo sdo influenciados pelos metabdlitos

secundarios vegetais, em diferentes escalas (Randlkofer et al. 2010).

A selecao de abrigo por isépodos terrestres depende da heterogeneidade do
cenario natural e da disponibilidade de microhabitats em diferentes proporc¢oes de
“estabilidade” para as populacdes e comunidades (Szlavecz, 1995). Para isso, os
isépodos necessitam explorar o ambiente. Pela teoria do “forrageamento 6timo”, os
individuos maximizam as estratégias de exploracdo do espaco e de ganho energético
através de trade-offs entre os custos e beneficios da busca pela fonte atrativa
(alimento, abrigo/refugio, parceiros para reproducdo, etc.) (Rushton & Hassal 1983,
Pyke 1984, Wallis De Vries et al. 1999, Hassall et al. 2002). Além disso, a sinalizacdo
quimica intraespecifica no ambiente, como a presenca de pistas do feromonio de
agregacao em microhabitats (presenca de fezes) indicam potenciais locais com fonte

alimentar adequada e/ou de abrigos seguros (Hassall & Tuck 2007, Farr 1978).

De acordo com comportamento antipredatoério, decorrentes de suas

“ : ”n 7 . - 7 ~ Wl .
capacidades” morfoldgicas, os isépodos terrestres sdo classificados em seis grupos
ecomorfologicos (sensu Schmalfuss 1984). Dentre os trés mais comuns, as espécies
conhecidas como ro/lersapresentam habilidade volvacional (tomam a forma de uma
esfera), o que protege a sua regiao ventral contra variacdes ambientais, além de
possuirem a cuticula do exoesqueleto espessa, antenas curtas e corpo robusto. Ja os

clingers sao isopodos mais achatados dorso-ventralmente, e conseguem proteger



sua regido mais delicada (ventre) de predadores e contra a perda de agua para o
ambiente aderindo ao substrato com firmeza através de suas pernas. Por fim,
runners, em relacdo aos grupos anteriores, possuem a cuticula mais fina e as antenas
mais longas, os que lhes confere maior sensibilidade as alteracdes do ambiente, e em
situacdes de perigo partem em retirada com agilidade (Schmalfuss 1984, Hornung

2011, Csonka et al. 2013).

Diversos aspectos da histéria de vida dos isépodos terrestres sdao estudados
na Europa (Zimmer et al. 2003, Dias et al. 2005, Tuck & Hassall 2005, Robinson et
al. 2011, Broly et al. 2013, Hornung et al. 2015, Csonka et al. 2018, Leclercq-
Dransart et al. 2019). No Brasil, o tema vem se tornando promissor com espécies
neotropicais nas ultimas duas décadas no Laboratério de Carcinologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) (Araujo & Bond-Buckup 2005,
Quadros et al. 2009, Sokolowicz & Araujo 2013, Bugs et al. 2014, Kenne & Araujo
2015). Embora os is6podos sejam considerados animais com pouca capacidade
dispersiva (Lemos de Castro 1971), Hopkin et al. (1986) e Bayley et al. (1997)
ressaltam que eles podem ser promissores como uma ferramenta de bioindicagao
através do monitoramento do seu comportamento locomotor no ambiente terrestre,
relacionando o movimento de deslocamento como mecanismo de ligacao entre o
estresse individual e populacional. Além disso, caracteristicas fisicas (distribuicao
de abrigos, presenca de coespecificos) e quimicas (feromoOnios, metabdlitos
secundarios vegetais) do ambiente influenciam diretamente o processo de
colonizagdo por is6podos terrestres, assim como tém grande importancia no seu

processo de sucessao ecoldgica (Walker & Moral 2003).

Colonizag¢do de microhabitats

O monitoramento do processo de ocupacdo de microhabitats favoraveis por
artropodos detritivoros é um evento que precisa ser mais bem compreendido,
considerando influéncias fisicas e quimicas do ambiente. Em geral, os estudos que
envolvem restauracdo ecologica e estabelecimento de espécies pioneiras utilizam
anelideos, raramente milipedes e mais raramente ainda isépodos terrestres como

modelos. A maior parte desses trabalhos aborda espécies de isopodos da regido
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paleartica (Snyder & Hendrix 2008). Neste contexto, a importancia da
caracterizacdo da dinamica de selecdo de microhabitats por isépodos terrestres se
justifica em entender quais fatores fisicos e quimicos na natureza motivam a sua
dispersdo, bem como conhecer quais sdo os fatores mais influentes na escolha,
trajetéria e tempo necessario para que os individuos (e, por consequéncia,
populacdes e comunidades) possam se estabelecer e colonizar novos ambientes,
além de evidenciar a fauna edafica associada a todo o processo de colonizagdo. O
avanco da elucidacdo dessas particularidades de todo esse evento fornece
informacdes para complementacdo de planejamento de programas de restauracao
ambiental em areas com solo empobrecido, ou que tenham sofrido com perda de
biodiversidade de fauna terrestre de artrépodos detritivoros e decompositores por
efeitos antropicos. Também é importante ressaltar a inexisténcia de trabalhos

abordando esse tema com fauna de is6podos terrestres neotropicais em Mata

Atlantica brasileira.

Objetivos da Tese

Com base nas informagdes supramencionadas, a presente tese teve como
objetivo investigar a eficiéncia de combinacdes de elementos quimicos e fisicos do
ambiente na dinamica de ocupagao de abrigos artificiais pela fauna edafica, com foco
nos isépodos terrestres, observando as diferentes respostas comportamentais de
trés grupos ecomorfoldgicos de oniscideos (runner; clinger e roller). Para isso, foi
necessaria verificacdo da eficicia de metodologias de marcacdo de isépodos
terrestres, as quais permitissem o monitoramento e identificacao de individuos em
campo por recaptura, sem influenciar na sobrevivéncia, no comportamento
alimentar, na locomog¢ao e na agregacao (Southwood & Henderson 2000, Hagler &
Jackson 2001). Além disso, o presente trabalho também almejou investigar o efeito
de distintas doses de 6leo essencial de Eucalyptus saligna Sm. (Myrtaceae) na
sobrevivéncia dos is6podos, bem como na atratividade/repeléncia de abrigos para
esses individuos. Da mesma forma, foram testadas diferentes concentragées do
flavonoide rutina em um alimento artificial para a observacdao da influéncia no

comportamento alimentar dos isépodos.



Em campo, esperou-se que as trés espécies de isdpodos ocupassem em
maior frequéncia os abrigos que comportavam evidéncia fisica de formacdo de
agregacdo de coespecificos, bem como evitassem os locais com metabdlitos

secundarios vegetais concentrados.

Capitulos da Tese

Esta tese é composta por cinco capitulos, e cada um deles gerou um artigo
cientifico para publicacdo em periddicos. Em todos foram utilizados, pelo menos,
trés espécies de isépodos terrestres de trés grupos ecomorfolégicos diferentes,
comparando o comportamento dos individuos relacionando a um (ou mais)

determinado parametro.

Capitulo 1

No primeiro capitulo é descrito como foram testados dois materiais para
estudos de marcacdo e recaptura com isépodos terrestres. A durabilidade dos
materiais e a mortalidade dos animais frente ao acréscimo semanal de marcas foram
os fatores de decisdo sobre qual material seria o mais eficiente para o estudo
posterior em campo. Além disso, depois de decidido qual foi o melhor material

também foi investigada a possivel influéncia na ingestao de alimento.

Capitulo 2

Utilizando o mesmo material considerado apropriado para estudos de
marcagao-recaptura em isdpodos terrestres, o segundo artigo aborda também
outros tipos de possiveis interferéncias das marca¢des no comportamento dos

tatuzinhos-de-jardim, na habilidade de locomogao e na dindmica de agregacao.

Capitulo 3

Neste capitulo o foco foi a sinalizagdo quimica de metabdlitos secundarios
vegetais no desempenho alimentar dos is6podos terrestres. Os individuos das trés
espécies de oniscideos foram expostos a um alimento artificial contendo diferentes
concentracdes de rutina. A quantidade de alimento ingerido e as mudancas de

biomassa nos animais foram registradas no intuito de inferir uma faixa de
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concentracdo de rutina preferencial pelos animais para posterior associagdo com os

abrigos artificiais no experimento em campo.

Capitulo 4

Foi observada a percepcao e sobrevivéncia de is6podos terrestres frente a
distintas doses de 6leo essencial de FE. saligna neste capitulo. Em diferentes
situagdes, os isépodos foram testados com o volatil: individualmente e em grupo,
com e sem acesso a uma fonte alimentar e em selecdo de abrigos, em diferentes
arenas. Os resultados forneceram parametros para a associacdo de mais um

elemento aos abrigos artificiais no experimento em campo do ultimo capitulo.

Capitulo 5

No capitulo final foi observado o deslocamento em campo dos isépodos em
uma matriz com abrigos artificiais, utilizando a técnica de marcagdo para o
monitoramento da locomoc¢ado. Os abrigos continham elementos de atracdo ou
repeléncia. Tais elementos utilizados sdo provenientes da combinacdo dos
resultados dos capitulos anteriores da tese. Aqui foi possivel observar a fauna
associada a colonizacdo dos microhabitats juntamente com oniscideos,
relacionando a presenca e auséncia de grupos funcionais da fauna edéafica as

diferentes combinac¢des de abrigos artificiais.
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CAPITULO 1

External marking on terrestrial isopods (Isopoda, Oniscidea):

efficiency of materials and influence on feeding behavior
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Abstract

Many monitoring studies use marking techniques to obtain dispersal data on
individuals. Marking procedures may influence the vital activities of the terrestrial
isopods, such as feeding behavior. The objective of this study was to identify the
efficiency of different materials for external marking of woodlice and the influence
on their feeding performance. Cyanoacrylate glue + glitter and nail polish were used
as separate marking materials on three species: Balloniscus glaber, Benthana picta
and Armadillidium vulgare. The material efficiency was compared using Kaplan-
Meier curves and Log-Rank analysis. Individuals were fed with leaf discs of
Machaerium stipitatum for feeding performance trials, and consumption rates were
compared using ANOVA (a<0.05). There was no difference in durability between
the materials used for external markings, except between marked and unmarked
Benthana specimens when the observation period exceeded 15 days (Log-
Rank=8.446, p=0.015). Nail polish was considered more suitable for feeding
experiments. Statistical differences in consumption rates were observed only
between the marked individual treatments of Benthana (ANOVA, F=7.5440,
p=0.0002). These results indicate that external marking does not affect the feeding
habits of the animals and suggest that this technique can be used to monitor
dispersal of terrestrial isopods in field conditions for approximately 15 days.

Keywords: woodlice, consumption rates, material efficiency, Kaplan-Meier curve,
nail polish
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INTRODUCTION

Animal marking techniques are widely used in monitoring research, such as in
density and population size studies, through the recognition of marked individuals in
recapture events (Suzuki etal., 2010; Dragetal., 2011). This method is also used in animal
dispersal observations, via periodic inspections of hotspots or by active searching for
marked individuals in natural environments (Nazni et al, 2005; Hamer et al., 2014).
Researchers can also employ marking technique for the evaluation of survivorship
aspects and growth rate studies following the behavior of a specific animal by regular
observations of this same specimen exposed to different conditions (Muir and Kay, 1998;
Rose et al, 2018). In biological control, species conservation and animal physiology
experiments, this technique is also useful for differentiating individuals that have
undergone an a prior process of distinct treatment (i.e., exposure to volatiles or drugs)
and then they go through the observation process all together in the same area (i.e,

arenas or chambers) (Baguette et al.,, 2000; Horton et al., 2009; Groner et al., 2018).

There are a considerable number of marking and recapture techniques for
invertebrates and vertebrates, such as internal and external dyes, mutilation and
amputation, radio-telemetry, fluorescent powder, water-based and oil-based paints and
labels (Hagler and Jackson, 2001). According to Hagler and Jackson (2001) the durability
of the mark is considered the main aspect of a technique for the material to be considered
“efficient”. Failure to attach the material to the cuticle surface of some arthropods may
compromise long- term studies (i.e., more than one intermoult period for crustaceans)
(Walker and Wineriter, 1981; Frisch and Hobbs, 2006; Hagler and Jackson, 2001). In
addition, the mark can also be removed by the animal itself, due to chemical constituents
of the cuticle (Lok et al., 1975), abrasion with elements present in the environment (Tuf
et al.,, 2013), grooming behavior (Wojcik et al., 2000), or even by simple loss through the
molting process (Willows, 1987).

Depending on the goal to be achieved, these methods can show both positive and
negative points. Sometimes though the researchers fail to describe or analyze the
influence of marking techniques on animal behavior (Hagler and Jackson, 2001; De Souza
et al,, 2012; Drahokoupilova and Tuf, 2012). For vertebrates, for example, toe clipping

may compromise the animal’s locomotor ability, as well as their foraging behavior
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(Schmidt and Schwarzkopf, 2010; Petit et al.,, 2012). The use of colored materials in
invertebrates can increase their visibility to predators and, consequently, their
survivorship rate after the marking procedure (Janks and Barker, 2013). In addition,
excessive marking can alter the individuals’ vital activities and it can imply
misrepresentation of the data and distort the analyses (Pardo et al.,, 1996; Doge et al,,
2009; Lucia et al., 2018). However, in consonance with Southwood and Henderson
(2000), the animals’ survivorship and behavior should not be affected by the marking

process for the technique to be considered plausible and reliable.

Most animal tracking studies aim at home range mapping and to infer migration
routes of vertebrates (Luschi, 2013; Gnanadesikan et al., 2017; Child et al,, 2019). They
usually discuss patterns of locomotion of predators and other organisms at the top of the
food web (Phillips et al., 2004; Morgan et al., 2009; Pérez et al., 2018). Generally, this
information is linked with dispersion data about their prey, since these prey animals
(smaller vertebrates and invertebrates) act as movement motivators of predators
(Austin et al.,, 2004; Block et al., 2011; Gnanadesikan et al., 2017). Some of these preys
participate in the first trophic levels of many food chains, serving as a link between
producer organisms and primary consumers (Bridgeland et al., 2010; Wu et al,, 2014),

like woodlice.

Woodlice are among the terrestrial arthropods with special notoriety, due to
their mechanical fragmentation activity in the leaf litter and soil organic matter (Zimmer,
2006; Frouz et al,, 2008; Wood et al., 2012). They therefore play an important role, with
other detritivores, since they work together in soil nutrient cycles (Caseiro et al., 2000;
Quadros and Araujo, 2008). Observing terrestrial isopod movement in natural
environments is a difficult process because of their small body size and how quickly some
species shelter in refuges with difficult access (Paoletti and Hassall, 1999; Hassall and
Tuck, 2007). Oniscidean isopod species are classified into ecomorphological types
according to their anti-predatory strategies, which reflect their morphology (i.e., cuticle
thickness, antennae and leg length), behavior and habitat use (Schmalfuss, 1984; Csonka
et al., 2013). The three most common surface-active ecomorphological groups are: (1)
runners, which have long legs and antennae and move quickly; (2) rollers, which have

the thickest cuticle and are able to roll up into a ball to protect their ventral parts, and (3)
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clingers, which have short and strong legs and they can press down firmly to the

substratum (Schmalfuss, 1984, Hornung, 2011; Csonka et al., 2013).

Although isopods are considered to have low dispersive capacity (Lemos de
Castro, 1971), some authors understand that woodlice food selection is driven by direct
locomotion to a food source (Zidar et al., 2002; Gerlach et al., 2014). Monitoring isopod
dispersal on a local scale is of paramount importance for the understanding of the
relationships between the detritivores and the fauna and/or flora (food source)
associated with the colonization process and the edaphic community establishment

(Purger etal., 2007; Quadros, 2010).

Although some studies do not recommend the use of external marking on
woodlice (Drahokoupilova and Tuf, 2012; Tuf et al., 2013), there are still many questions
regarding intra-moult period observations, mortality rates, behavioral differences
between ecomorphological groups and durability of the marks in terrestrial isopods.
Thus, there were two objectives of this present study utilizing a runner, a roller and a
clinger isopod species: 1) to test materials for external marking; and 2) to observe
possible influences of this process on the feeding performance of woodlice, since this is
an essential behavior in an animal’s life. We hypothesized that the most efficient material
will be the one with the highest frequency of weekly-marked animals remaining at the
end of the 28-day experiment. We expected distinct responses from each different
ecomorphological group of isopods based on the thickness of their cuticles in the material
efficiency tests. For example, rollers should be more resistant to both materials tested,
runners should be negatively affected by them and clingers should show intermediate
sensitivity. Additionally, we hypothesize that the best material will not interfere in the
ability of the isopod to ingest food and consumptions rates will be similar for the three
tested ecomorphological groups, as well as between the treatments (number of marks on

each animal).
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MATERIAL AND METHODS
Woodlice species

Three terrestrial isopods species from three distinct ecomorphological groups
(sensuSchmalfuss, 1984) were used for both experiments: Balloniscus glaber Araujo and
Zardo, 1995 (Balloniscidae), an endemic clinger species from the state of Rio Grande do
Sul and Santa Catarina, Brazil, associated with Atlantic Forest fragments (Quadros et al,,
2009; Kenne and Araujo, 2015; Wood et al,, 2017; Campos-Filho et al., 2018); Benthana
picta (Brandt, 1833) (Philosciidae), a runner species from the state of Espirito Santo to
Rio Grande do Sul in Brazil and also recorded in Paraguay (Campos-Filho et al., 2015);
and Armadillidium vulgare (Latreille, 1804) (Armadillidiidae), our roller model, a
Mediterranean species with a global distribution and commonly associated with
anthropogenic areas (Paoletti and Hassal, 1999). To avoid ambiguity regarding species

names they will be referred to by their genus denomination.

The Balloniscus and Armadillidium specimens were collected from a secondary
forest in Porto Alegre city, state of Rio Grande do Sul (RS), Brazil (30°12°30"S,
51°10’12”W); and the Benthana specimens were collected at the Henrique Luiz Roesler
Park in the municipality of Novo Hamburgo, RS, Brazil (29°41'15”S, 51°06’35"W).
Additional specimens of Armadillidium were collected at ‘Campus do Vale’ at
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) (30°04’07”S, 51°07°10"W). The
animals were taken to the ‘Laboratério de Carcinologia’ (UFRGS) and kept in a controlled
temperature and photoperiod room (18 + 1°C and 12:12 hr, respectively). The collection
of the animals occurred several times, in order to supply enough specimens for the
experiments. The largest body size woodlice were selected for both tests. After

experiments, all specimens were returned to their original natural areas.

External marking materials

Two types of materials were used for the efficiency (durability) evaluation:
cyanoacrylate glue (LOCTITE™ Super Bonder Power Flex Gel Control) mixed with silver

glitter, and nail polish (Risqué™). These two materials were easy to handle and were
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chosen due to their superior adhesion to the animals’ cuticle, as observed in previous

pilot experiments.

Experiment 1: Materials’ efficiency

For each isopod species we used five (Armadillidium, N = 150) or three
(Balloniscus, N = 45; Benthana, N = 69) individuals per experimental unit (EU) (a
circular plastic container, 8 cm in diameter and 4.5 cm in height) in order to maintain the
minimum aggregation required for animal stability (Broly et al, 2012). Each EU
contained a shelter (a piece of 1 X 2 cm folded polypropylene paper), a moist cotton ball
for internal moisture maintenance and leaf discs (1 cm in diameter) of Machaerium
stipitatum (DC) Vogel (Fabaceae). This plant species is considered a good food source to

feed to isopods (Quadros et al,, 2014).

All terrestrial isopods in two-thirds of the total number of EU’s of each species
were marked every seven days, one-third with nail polish and one-third with glue +
glitter. The external marking procedure consisted of the application of a small drop of the
material with a very small pointed brush, initially on the cephalothorax and later on the
subsequent pereonites (Fig. 1). The remaining one third were considered the control
treatment and the isopods were only handled and underwent the same marking process,
but with distilled water. Before the animals were returned to the EU’s after this step, they
were left in a Petri dish (13cm in diameter) for approximately 5 minutes to dry the

marking material on their cuticle. The observation period lasted 28 days.
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Control

Figure 1. Woodlice (Armadillidium vulgare) external marking process during the 28 days of experiment.

Animals that showed any incidence of marking material inefficiency (i.e., death
or a non-durable marking event) were removed from the EU’s. In these cases, the
circumstance of death and the number of days the individuals had survived in the
experiment were registered. The material durability was demonstrated through Kaplan-
Meier curves and Log-Rank (Mantel-Cox) analysis («¢<0.05). The mortality rates were

calculated weekly, observing the remaining number of animals in each event of marking.

Experiment 2: Influence on feeding performance

For the feeding activity test, we selected the material which we observed the
lowest mortality during the efficiency trials. New individuals of each species, who did not
participate in Experiment 1, were fed with carrots in order to empty their digestive tract
of any previous food source (Wood et al., 2012). This is observed through the presence
of orange fecal pellets in the EU. Intermoult animals of both sexes were used in the
experiment, except for ovigerous females (Wood et al., 2012). After this, each animal
received either one, two, three, four or no (unmarked = control treatment) external
marks and was placed individually in EU’s (5 cm in diameter and 2.5 cm in height). Each
EU contained three M. stipitatum leaf discs (1 cm in diameter) and a wet cotton ball. All
leaf discs were previously dried for 48 hours at 60°C, weighed (mg) and then re-hydrated

before being offered to the animals (Boelter et al., 2009).
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The oniscidean isopods were weighed at the beginning, at every one or two day
interval, and at the end of the experiment. For Armadillidium (50 individuals) and
Benthana (47 individuals) the experiment lasted 10 days. For Balloniscus (32
individuals) it lasted seven days. The remaining plant material was dried and weighed at
the end of the experiment. In order to obtain the autogenic mass loss percentage of the
leaves, leaf disks were weighed from EU’s without woodlice (Wood et al., 2012). The
relative consumption was calculated according to the adapted formula from Waldbauer
(1968):

RC = [(Mif - Maf) - Mtr] / Misop X day

where (RC) is the Relative Consumption, (Mif) the initial food (three leaf discs)
mass (mg), (Mar) the food autogenic mass loss (mg), (Ms) the final food mass (mg) and
(Misop) the mean isopod mass (mg). Relative consumption was compared between

treatments using ANOVA, and post-hoc Tukey test (a<0.05).

RESULTS

Experiment 1

The durability of the marks for the two materials used on the three oniscidean
species showed no statistical difference, except for the occurrence of a significant higher
frequency of remaining animals in the Benthana control group (Log-Rank: Armadillidium
= 4.830, p = 0.089; Balloniscus= 3.706,p = 0.157; Benthana= 8.446,p = 0.015). Atleast
until the 15th day of observation all species showed more than 50% survival of total
individuals with the marks, and this fact indicates that the animals can tolerate three
external marking events on a weekly frequency (Figs. 2-4). Armadillidium showed the
highest proportion of live animals bearing all marks reaching the 28t day, following by

Balloniscus and then Benthana (Tab. 1).
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Armadillidium vulgare
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Figure 2. Kaplan-Meier curves for the external marking efficiency (durability) of the two materials tested
on Armadillidium vulgare for 28 days of observation. Vertical dotted lines indicate the second, third and
the fourth event of external marking (8, 15« and 22= days, respectively). Horizontal dotted line delimits
the 50% of remaining marked individuals.
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Balloniscus glaber
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Figure 3. Kaplan-Meier curves for the external marking efficiency (durability) of the two materials tested
on Balloniscus glaber for 28 days of observation. Vertical dotted lines indicate the second, third and the
fourth event of external marking (8=, 15= and 22« days, respectively). Horizontal dotted line delimits the
50% of remaining marked individuals.
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Benthana picta
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Figure 4. Kaplan-Meier curves for the external marking efficiency (durability) of the two materials tested
on Benthana picta for 28 days of observation. Vertical dotted lines indicate the second, third and the fourth
event of external marking (8=, 15= and 22= days, respectively). Horizontal dotted line delimits the 50% of
remaining marked individuals. *show statistical significance.

TABLE 1. Percentage of the remaining animal bearing all four marks in the end of 28 days of experiments.

Material Armadillidium Balloniscus Benthana

Nail polish 92.0% 35.7% 15.0%
Glue + glitter 89.8% 46.7% 29.2%
Unmarked 100.0% 64.3% 61.1%

Total 93.9% 48.8% 33.9%
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The following events were observed during the experiment: lost mark (nail
polish or glue+glitter drops in the EU), lost mark on exuvia (marks intact on old
exoskeleton), natural death, death during ecdysis (dead woodlice partially attached to
the old exoskeleton), cannibalism (dead individuals with no cephalothorax and/or pleon,
probably consumed by the other animals in the same EU) and presumed drowning (dead
animals trapped in the cotton ball). The drowning and cannibalism occurrences were not
considered for efficiency comparison between materials. They most likely had no direct
relation to the external marking process or with the material composition used in this

process.

Armadillidium showed the lowest mortality rates in all treatments, regardless of
the events of marking. Unexpectedly, unmarked PBalloniscus exhibited a crescent
mortality rate during the experiment, while the nail polish treatment fell to 0% mortality
after the third event. The highest mortality rate was observed in Benthana for the last

week of experiment (33.3%, nail polish treatment) (Fig. 5).
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Armadillidium vulgare
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Figure 5. Mortality rates for the three woodlice species, unmarked and marked with nail polish and glue +
glitter. The events of marking corresponding to the 1« 8, 154, 22« and 28« day, respectively.

Although glue+glitter exhibited a higher durability but not significant for
Balloniscus and indicated statistically different for Benthana, this material combination
was the only one where we observed death incidents during the ecdysis process (Fig. 6).
Thus, nail polish was elected for the feeding behavior experiments. Animal death during
ecdysis process (a crucial arthropod event) indicates a greater risk for oniscidean
survivorship and for the efficient use of these materials in field studies.
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Armadillidium vulgare
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Figure 6. Number of inefficiency events during the 28 days experimental observation on three terrestrial
isopods marked with glue + glitter, nail polish and the unmarked treatment. *shows death event during
ecdysis.

Experiment 2

The highest consumption of M. stipitatumleaves was observed in Armadillidium

and Balloniscus control treatments (0.518 mg/mg*day and 0.816 mg/mg*day,
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respectively), and in the four-mark treatment for Benthana (1.015 mg/mg*day). There
was no difference in the mean relative consumption of M. stipitatum leaf discs between
treatments with marked and unmarked animals in the Armadillidium and Balloniscus
experiments (ANOVA, Farmaditidium = 1.8496, p = 0.1351; F paiioniscus = 0.8160, p = 0.5279)
(Figs. 7, 8). Benthana, on the other hand, showed a distinction in the mean relative
consumption of the leaf discs, only in the four-marks treatment when compared between

marked animal treatments (ANOVA, F genthana = 7.5440, p = 0.0002) (Fig. 9).
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Figure 7. Mean relative consumption of Armadillidium vulgare fed with three leaf disks of M. stipitatum

during 10 days of experiment. Each treatment corresponding to the number of nail polish external marks
on animals' cuticle (zero - unmarked, one, two, three and four). Vertical bars indicate standard error.

34



Balloniscus glaber

19 -
B
g% 10
&
= &
Z2'E 08 I I
o
£ 5
72 o0
s g 0.6 '[ l
OB
o 2
% 04
= o
£
0.2 1
0 B

Unmarked: 1 mark ,. 2 marks 3 marks ) 4 marks ‘

Figure 8. Mean relative consumption of Balloniscus glaber fed with three leaf disks of M. stipitatum during
seven days of experiment. Each treatment corresponding to the number of nail polish external marks on
animals’ cuticle (zero - unmarked, one, two, three and four). Vertical bars indicate standard error.
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Figure 9. Mean relative consumption of Benthana picta fed with three leaf disks of M. stipitatum during 10
days of experiment. Each treatment corresponding to the number of nail polish external marks on animals'
cuticle (zero - unmarked, one, two, three and four). Vertical bars indicate standard error. Different letters
above the bars show statistical difference through analysis of variance (ANOVA) and post-hoc Tukey’s test
(a<0.05).
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DISCUSSION

Both materials used herein followed most basic premises of viable techniques
for marking and recapture studies (Southwood and Henderson, 2000; Wang et al., 2010).
They are easy to apply and the materials have low cost. Even though glue+glitter has
made the ecdysis difficult, it showed no significant influence on the mortality rates for
almost all isopods species tested in this work. Studies with aeglid crabs, beetles, stink
bugs, Limulus and scorpions report the use of cyanoacrylate glue, and none of them have
mentioned any effect on mortality rates (Bueno et al.,, 2007; Backlund et al.,, 2008; Lee et

al,, 2013; Bibbs et al,, 2014).

Regarding the nail polish, it did not negatively interfere in the animals feeding
activity. Its efficiency, durability and ease of application are also commented with
freshwater crustaceans, spiders, beetles and stink bugs (Parmenter et al., 1989; Dreyer
and Baumgartner, 1997; Zambonato et al., 2010; Ramalho et al., 2010). Castillo and Kight
(2005) used nail polish in prey-predation behavioral experiments with two terrestrial
isopods species, and they do not report any external marking influence in relation to the
parameters analyzed. Recently, Leclercq-Dransart et al. (2019) performed the same
technique in physiology experiments with four woodlice species. They also did not
describe any negative aspects about nail polish’s external marks. However,
Drahokoupilova and Tuf (2012) and Tuf et al. (2013) do not recommend nail polish for
external marks on woodlice because their results indicated high mortality rates through
the marking process. In addition, the authors also observed low nail polish durability. Our
results showed there is little relation between death and the external marking procedure,
since dead animals also were observed in the unmarked treatments. Besides, we
emphasized that nail polish did not affect ecdysis success and the woodlice survivorship
during this process. Nail polish’s durability observed in the present study was longer than
cited by Drahokoupilova and Tuf (2012) (9 days) and some individuals reached 28 days
with the external mark, as observed by Tuf et al. (2013).

According to our observations, direct marking on the woodlice cuticle may have
influenced the woodlice survivorship and the mark’s adhesion due to particular
characteristics of each oniscidean ecomorphological group, regardless the material used.

Unlike what is described for other terrestrial arthropods (Roer et al., 2015), the woodlice
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cuticle thickness varies among different groups, and this characteristic provides to
rollers, runners and clingers’ species distinct permeability degrees (Greenaway and
Warburg, 1998; Csonka et al., 2013; Broly et al,, 2015; Wood et al., 2017; Khemaissia et
al, 2018). Armadillidium showed low sensitivity to external marking and higher
frequency of marked individuals until the end of the 28 days experiment. This can be
explained as a result of their cuticle characteristics: thickness, low permeability and low
water loss (Broly et al., 2015; Nako et al., 2018; Csonka et al., 2018). Armadillidium can
increase its resistance to desiccation in dry microhabitats or when exposed to high
temperatures (Csonka et al., 2018) and additionally, as we observed, to the possible nail

polish toxicity.

The Benthana species has a delicate, lighter and flexible cuticle, which can be
highly affected by fluctuation in temperature and humidity and less tolerance to
environmental changes, as described for another runner species, Atlantoscia floridana
(Van Name, 1940) (Araujo and Bond-Buckup, 2005; Sokolowicz and Araujo, 2013; Wood
et al.,, 2017, Csonka et al., 2018). The high permeability and thinnest cuticle compared to
the species we tested in the present study may explain the higher number of death events
and higher frequency in cases of mark loss. Even though we observed individuals trapped
in the old exoskeleton only when they were marked with glue+glitter, Benthana was the

most fragile to both external marking materials.

As described by Wood et al. (2017), the Balloniscus' cuticle has lighter thickness
in comparison to the Armadillidium one and it has many curved scales. In relation to
runner species, clingers demand a tougher cuticle because the individuals need to adhere
to the substrate to protect their soft parts from predators (Wood et al., 2017). In the
present study, material’s external marking efficiency on Balloniscus cuticle was
intermediate when compared with the other two species. This result is supported by the

clinger’s intermediary cuticle attributes between rollers and runners discussed above.

Taking into consideration that the bigger the woodlouse the longer the
intermoult interval (Lawlor, 1976), we selected the largest animals for both tests. This
strategy was adopted to avoid the chances of the loss of the mark after ecdysis (Frisch
and Hobbs, 2006; Bueno et al.,, 2007; Zambonato et al., 2010; Tuf et al.,, 2013). Even

attempting to minimize the effect in case of ecdysis, the information about the animal
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location, for example, may be not totally lost. The exuvia still maintains the last marking
data, as we observed, and it can be found in the field if the animal monitoring studies use
periodic trap observations. However, this will be that individual’s last dispersion record.
Thus, we recommend the use of nail polish only on the biggest adult animals and
implement the marking as soon as possible after the ecdysis. Intermoult period has a

crucial role in this process.

There is little quantitative information about marking techniques’ effects on
feeding activity of invertebrates. In general, the studies discuss some qualitative data
along with other behavioral approaches (Kobelt et al., 2009; Drahokoupilova and Tuf,
2011, 2012; De Souza et al., 2012; Wells and Sebens, 2017). A great number of studies
that use marking techniques only report their main application for distinct treatments
identification in experiments (Rieske and Raffa, 1990; Loreto et al., 2009; Perry et al,,
2017; Leclercq-Dransart et al, 2019). Bueno et al. (2007) observed marked and
unmarked aeglid crabs in baited traps, which means the animals were attracted to food
in spite of the external marking process. In a study with another detritivore, the millipede
Glomeris tetrastichaBrandt, 1833, the authors observed unmarked animals feeding more
often than the marked individuals (Drahokoupilova and Tuf, 2011). They also compared
other behavioral parameters, and it was suggested this marking technique could provide
biased or false results (Drahokoupilova and Tuf, 2011). Drahokoupilova and Tuf (2012)
recorded a decrease in the feeding activity of marked terrestrial isopods compared to
unmarked animals. Our data showed the marked and unmarked woodlice feeding
similarly, quantitatively. Only four-marked Benthana exhibited higher mean relative
consumption of M. stipitatum leaf discs than the other marked animal treatments. This
probably indicates the three oniscidean species are not deprived of the ability to feed,
since none of them showed significant statistical difference in comparison to control

treatments (unmarked woodlice).

Considering our results, the external marking did not show negative influence on
feeding activity of the terrestrial isopods and this method using nail polish can be
effective for mark-recapture and monitoring studies in the field, taking into account the
whole species intermoult period and other behavioral aspects. More studies about these

topics are being conducted to enhance these techniques.
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CAPITULO 2

Influéncia de marcagao com esmalte no comportamento gregario de

isdpodos terrestres (Isopoda, Oniscidea)
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RESUMO

A técnica de marcagdo-recaptura é bastante empregada em pesquisas envolvendo
monitoramento e dispersao de organismos. No entanto, em geral, muitos autores nao
registram alteragdes ou nao incluem possiveis alteragdes nos trabalhos sobre o
comportamento dos individuos apds serem submetidos a esse procedimento. Neste
estudo observou-se o efeito da marcagdo no comportamento gregario de is6podos
terrestres. O evento de agregacdo é de suma importancia para as atividades vitais de
tatuzinhos-de-jardim, pois proporciona equilibrio hidrico corporal, prote¢do contra
predadores, facilitacdo no evento reprodutivo e evidéncias de recursos alimentares e/ou
de abrigos no ambiente. Neste trabalho foram estudadas trés espécies de oniscideos
(Benthana picta, Balloniscus glaber e Armadillidium vulgare) sob influéncia de
marcagdes na cuticula dos animais com esmalte de unha. Quinze individuos de cada
espécie foram observados em arenas circulares. Foi registrado: o reconhecimento de
coespecificos ja agrupados; o nimero de visitas no setor correspondente a essa
agregacdo; e o tempo total e maior tempo continuo de estabilidade nessa regido. Além
disso, também foi verificada a permanéncia dos is6podos nos outros setores da arena e o
numero de transicoes entre as diferentes areas, tanto antes quanto depois dos individuos
serem identificados com uma, duas, trés, quatro ou nenhuma marca de esmalte. O
processo de marcagao e o material utilizado para tal nao gerou alteracdes significativas
na grande maioria dos parametros analisados, indicando que os isépodos nao perdem a
habilidade de detectar coespecificos e de integrar agregacdes em processo de formacao.
Os dados aqui levantados refor¢am que a utilizacao da técnica em estudos de marcagao-
recaptura de oniscideos de grupos ecomorfolégicos distintos é viavel sem prejudicar o
comportamento gregario dos animais.

Palavras-chave: Marcagdo-recaptura, Malacostraca, experimento, agregacao, locomogao.
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INTRODUCAO

A técnica de marcacgao-recaptura é muito utilizada para o acompanhamento
de vertebrados e de invertebrados em estudos de monitoramento de populacdes e
de crescimento dos organismos (Rees et al. 2011; Drew et al. 2012; Tuf et al. 2013).
0 método também é empregado na investigacao da dindmica de deslocamento das
espécies, pois viabiliza o conhecimento de rotas migratorias e do comportamento
locomotor dos animais (Dennhardt et al. 2017; Rolandsen et al. 2017). Em
laboratério, esse método possibilita a identificagdo de grupos que passaram por um
tratamento especifico, porém sdo mantidos em conjunto com outros individuos
durante as observacdes de interesse (Dias et al. 2012; Leclercq-Dransart et al.

2019).

Exceto pelos processos de marcacdo indireta, nos quais os proéprios
individuos acionam dispositivos em campo, como os de armadilhas fotograficas
(Karanth 1995; Collett & Fisher 2017) ou de mecanismos de aplicacao de pé
fluorescente (Nazni et al. 2005; Perry et al. 2017), outros métodos exigem a captura
temporaria dos espécimes de estudo. O processo direto inclui, mesmo que em
diferentes niveis, o contato fisico entre o pesquisador e o organismo que se deseja
observar com a finalidade da implementacao da marcacgdo e, em seguida, a soltura
deste individuo (Bonner et al. 2010). Além dessa interferéncia, ha também a
possibilidade de gerar consequéncias pos-marca¢do para os animais, e muitos
autores ndo registram tais eventos ou as provaveis variagdes no comportamento dos

individuos (Hagler & Jackson 2001; Butler et al. 2012; Drahokoupilova & Tuf 2012).

Em relagdo as reacdes observadas em decorréncia do método de marcacgao,
as mais importantes sdo as que afetam as atividades vitais dos organismos, como
eventos de reproducdo (Butler et al. 2012), a habilidade em se locomover (Petit et
al. 2012; Zambonato et al. 2010) e a capacidade de ingerir alimento
(Drahokoupilova & Tuf 2011; Silvy et al. 2012), todas elas relacionados a
sobrevivéncia (Hagler & Jackson 2001; Mattioli & Walsh 2008; Warner &
Bierzychudek 2009). Mesmo que os materiais utilizados para a marcac¢ao e/ou a
forma de aplicagdo do método ndo afetem o desempenho desses habitos,
eventualmente a técnica pode causar efeitos indiretos, produzindo impactos

relacionados a rede de interacdes. Além do mais, o grau (quantidade) de aplicacao

48



dessa matéria-prima pouco é relatado (Drahokoupilova & Tuf 2012; Tufetal. 2013).
Marcagdo com tintas em excesso e com cores chamativas, por exemplo, tem uma
maior probabilidade em destacar visualmente os organismos dos primeiros niveis
tréficos, revelando para seus predadores a sua localizacdo no ambiente (Janks &

Barker 2013).

Em intera¢des intraespecificas, as propriedades quimicas dos materiais da
marcacao tém grande potencial em distorcer parametros de reconhecimento de
castas e/ou individuo familiar (MacKinnon et al. 2016). Feromonios e outros
volateis podem perder o efeito de autenticagdo entre os animais, ou até mesmo
confundir o que foi marcado, impossibilitando-o de se agregar aos seus
coespecificos (Still etal. 2014). Aincapacidade de agrupar-se com semelhantes pode
configurar desvantagens as atividades vitais, pois a sobrevivéncia de muitas
espécies é otimizada através do comportamento gregario (Siljander et al. 2008;

Broly et al. 2013; Lordan et al. 2014).

O comportamento de agregacdo é recorrente em intimeros taxons,
ocorrendo desde bactérias até vertebrados (Parrish & Edelstein-Keshet 1999;
Krause & Ruxton 2002; Ben Jacob et al. 2004; Sempo et al. 2009). Formar grupos
beneficia os individuos na protecdo contra predadores, além de contribuir para a
manutencao de atributos fisiol6gicos e para o reconhecimento do espaco (Dall et al.
2005; Sempo etal. 2006; Broly et al. 2013). Porém, a densidade das agregacdes pode
trazer desvantagens quando os recursos em questdo nao sdo suficientes para a
demanda de uma grande horda. Dependendo dos taxons observados, a competicdo
intraespecifica por fontes de alimento e/ou por parceiros reprodutivos pode sofrer
intensificacdo (Moller & Birkhead 1993; Giraldeau & Caraco 2000; Sempo et al.
2009). Ainda assim, esse tipo de interacdo é considerado essencial na evolucdo da
sociobiologia das espécies (Parrish & Edelstein-Keshet 1999; Salma & Thomson

2016).

Com proposito social ou ndo, o comportamento gregario é observado na
grande maioria de invertebrado terrestres (Brockett & Hassall 2005), ocorrendo em
moluscos, insetos e crustaceos (Yoder et al. 2002; Benoit et al. 2005; Rojas et al.
2014; Schoombie et al. 2013). Dentre esses ultimos, para os isopodos terrestres

(Isopoda, Oniscidea) esse fendmeno responde diretamente as condi¢des abioticas
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do ambiente (Devigne et al. 2011; Broly et al. 2013). Tal comportamento é
interpretado como estratégia de equilibrio hidrico corporal (Hadley & Quinlan
1984; Niemeyer et al. 2018), pois o0 aumento da densidade na agregacao aumenta a
sobrevivéncia em locais mais secos através da reducdo da perda de agua (Hassall et
al. 2005; Broly et al. 2015), além de ser considerado uma adapta¢do a vida no
ambiente terrestre (Greenway & Warburg 1998; Devigne et al. 2011; Hornung
2011). O agrupamento é mediado por feromodnios liberados nas fezes dos
tatuzinhos-de-jardim (Takeda 1984) e a percepc¢do desses feromdnios é de suma
importancia para as atividades vitais desses animais, como reconhecer parceiros
reprodutivos (Lefebvre et al. 2000) e perceber evidéncias de hotspots de recursos
alimentares e/ou abrigos em ambientes heterogéneos (Hassall et al. 2005; Yao et al.

2009).

Considerando que a qualidade ambiental pode ser inferida a partir da
selecdo coletiva de microhabitats para a agregacao, isépodos terrestres tem grande
destaque como organismos bioindicadores (Zidar et al. 2004; Loureiro et al. 2005,
2006; Godet etal. 2011; Broly et al. 2012). Além disso, pelo importante papel que os
oniscideos tém na degradacdo do material organico depositado no assoalho florestal
e consequente contribuicdo na ciclagem de nutrientes do solo (Quadros & Araujo
2008, Boelter et al. 2009), é essencial entender os padrdes de agregacao. A
relevancia se da pelo fato de que o comportamento gregario é um dos mais basicos
pré-requisitos para a vida cooperativa, no qual se compartilha informac¢des sobre a
qualidade dos recursos do ambiente (Deneubourg et al. 2002; Valone & Templeton

2002; Devigne et al. 2011).

Testes preliminares ja elucidaram questdes sobre a eficiéncia de esmalte de
unha como material para a marcacdo de oniscideos, bem como aspectos que
poderiam influenciar na sobrevivéncia e no comportamento alimentar desses
animais (Kenne et al. 2019). Com o intuito de complementar os estudos sobre os
possiveis efeitos de métodos de marcagao-recaptura em isdpodos terrestres, o
presente trabalho buscou investigar as diferencas na dinamica de agregacdo antes e
depois da marcacdo dos animais com esmalte de unha. Foi esperado que os
tatuzinhos nao exibissem diferencas no comportamento agregativo entre os dois

momentos (Hipdtese I). Para isso, foram observadas trés espécies de trés grupos
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ecomorfolégicos de oniscideos (sensu Schmalfuss 1984). Esperou-se que:
corredores (peredpodos longos, cuticula fina e com deslocamento rapido) exibissem
maior movimentagdo nas arenas, com os individuos se agregando ap4s um niimero
maior de encontros com os coespecificos; aderentes (corpo mais robusto com
cuticula um pouco mais espessa, com comportamento de aderéncia e movimentagao
mais lenta) reconhecessem o local da agregacdo pré-formada de forma mais direta
e estavel, apresentando um nimero menor de visitas prévias no mesmo local; e
volvacionais (corpo menos achatado, cuticula mais espessa e com habilidade
volvacional) demonstrassem um menor deslocamento nas arenas de observacao,
com os tatuzinhos se agregando aos coespecificos nos primeiros encontros. Além
disso, foi também avaliado a interferéncia da quantidade de marcas na
movimentacdo e percepcao dos is6podos, tendo em vista a ndo divergéncia dos
dados para este parametro (Hipotese II), pois a técnica deve ter o minimo de

influéncia possivel para ser considerada eficiente (Hagler & Jackson 2001).

MATERIAL & METODOS
Espécies de isopodos e procedimentos pré-experimento

Foram utilizadas trés espécies de is6podos terrestres, cada uma
representando um grupo ecomorfolégico diferente (sensu Schmalfuss 1984):
Benthana picta (Brandt, 1833) (Philosciidae) - corredor, Balloniscus glaber Araujo
e Zardo, 1995 (Balloniscidade) - aderente, e Armadillidium vulgare (Latreille, 1804)
(Armadillidiiidae) - vo/vacional. Para evitar equivocos quanto a citacdo das espécies,
no presente estudo, elas serdo referidas pelo seu género taxonémico. Os espécimes
de Benthana foram coletados no Parque Henrique Luiz Roesler, na cidade de Novo
Hamburgo, RS, Brasil (29°41°'15"”S, 51°06’35”0). Ja os de PBalloniscus e
Armadillidium foram obtidos tanto no Campus do Vale da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, como também de uma area residencial da zona Sul de Porto
Alegre, RS, Brasil (30°04'07”S, 51°07'10"0 e 30°12’30”S, 51°10'12"0,
respectivamente). Todos os animais coletados foram mantidos em laboratério em
ambiente com temperatura e fotoperiodo controlados (17 + 1 °C e 12:12,
respectivamente), serapilheira do local de origem e alimentados com discos de

batata ad /libitum. Quinze individuos adultos (machos e fémeas nado-ovigeras, com
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todos os apéndices e em periodo de intermuda) de cada espécie foram submetidos
a aclimatacao 24 horas antes do inicio dos experimentos: mantidos em camaras

individuais com algodao umedecido (manutencdo hidrica) e sem alimento.

Experimento, filmagens e coleta de dados

A movimentacao dos animais foi registrada através de filmagens de 30
minutos da parte de cima com camera fotografica SONY Cyber-shot 12.1 Mp,
posicionada a 50 cm de cinco arenas por vez. Os videos foram gravados em sala de
cultivo a 22 °C no escuro, apenas com ilumina¢do de uma lampada LED A55 8W
sobre as arenas (60 cm) no momento da filmagem. As arenas consistiram em placas
de Petri de vidro (13,5 cm de diametro e 2 cm de altura) com tampa e um papel filtro

recobrindo o seu assoalho, no qual foram demarcados cinco setores (Figura 1).

Ponto inicial de soltura - |

13,5cm

2cm 2cm  2cm 2cm 2cm

Figura 1. Representagio das arenas utilizadas nos experimentos de observagio da agregac¢ido dos oniscideos,
com a divisdo dos setores (A - E), local de soltura dos individuos (I) e da bolsa de agregagéo pré-formada (F).
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Cada isépodo foi filmado duas vezes. Na primeira rodada de filmagens os
tatuzinhos foram liberados em uma regido da borda da arena (setor “I”), e na regiao
oposta (setor “A”) foi colocada uma agregacao ja formada por trés individuos e um
pequeno algodao umedecido, delimitados por uma pequena bolsa de tule (Figura 1,
no setor “A”). A segunda filmagem ocorreu 24 horas ap6s a primeira, depois de os
isdbpodos terem sido marcados com esmalte de unha (Risqué©) com uma, duas, trés,
quatro ou com nenhuma marca (controle) - apenas sendo manuseado da mesma
forma (Figura 2), porém com o uso de agua destilada no processo, ao invés de
esmalte - e passarem novamente pela mesma aclimatagao citada anteriormente. O
meétodo de soltura dos tatuzinhos-de-jardim foi o mesmo. Para cada ntimero distinto
de marcas e do tratamento controle foram observados trés animais (um em cada
cinco por video), totalizando trés filmagens antes da marcacgao e trés do momento

posterior para cada espécie de oniscideo analisada.

R

Figura 2. Representacio do nimero de marcas aplicadas nos individuos das trés espécies de is6podos terrestres,
com esmalte de unha (Risqué©) na segunda rodada de filmagens. A) Benthana picta do tratamento Controle
(processo com H.0 destilada); B) Uma marca; C) Duas marcas; D) Trés marcas; E) Quatro marcas.

A partir do momento em que o animal saiu dos limites do setor [ com mais
da metade do comprimento do corpo foi registrado o seu posicionamento nos 15
minutos seguintes em cada um dos outros setores da arena, do mais afastado até ao

setor da agregacao propriamente dito (“E”, “D”, “C”, “B” e finalmente “A”) (Figura 1).

Andalise estatistica

Para as trés espécies, foram registradas a frequéncia de animais que

identificaram a agregacdo pré-formada de coespecificos e dos que estavam nessa
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regido da arena ao final do tempo de observacdao. Para cada individuo foi
contabilizado: o tempo total em cada setor; o maior tempo continuo no setor A, a
proporg¢ao em relacdao ao tempo total nessa regido e ao tempo total de 15 minutos;
o tempo entre o primeiro contato com a agregacdao e o momento inicial do maior
periodo de estabilidade junto aos coespecificos; o nimero total de transi¢des entre
os cinco setores da arena e o namero total de passagens pela agregacao. Todos os
dados foram testados quanto a distribuicio normal pelo teste de Shapiro-Wilk

(a<0,05) para a posterior aplicacdo adequada dos calculos estatisticos.

Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (seguido do teste de Dunn quando
houve diferencga estatistica significativa, considerando «#<0,05) com a finalidade de
comparar o tempo total de permanéncia dos animais entre os setores da arena em
cada momento de observacao (antes e depois da marcag¢do dos animais) e o teste de
Wilcoxon (a<0,05) para a analise entre os momentos anterior e posterior a

marcagdo em cada setor.

A andlise de varidncia (ANOVA) de dois fatores foi empregada para
investigar o tempo total de estabilidade no setor A, o niimero total de contato com
coespecificos e o nimero de passagens dos animais no local de agregacao, avaliando
a associacdo da quantidade de marcas que os individuos receberam, o periodo de
observacao e a interacdo desses dois fatores, seguida do teste de Tukey quando

houve significancia nos resultados (a<0,05).

A porcentagem de maior tempo continuo de permanéncia no setor A em
relacdo ao tempo total na agregacao foi comparada entre os dois periodos de
observacao para cada espécie pelo teste de Wilcoxon (a<0,05), e entre as espécies
pelo teste de Kruskal-Wallis (a<0,05) seguido do teste Dunn. Os mesmo testes
foram empregados nas mesmas diretrizes para as analises da propor¢ao do maior
periodo continuo de permanéncia na agregacdo, para as consideracdes sobre o
intervalo de tempo entre a percep¢ao dos coespecificos e o instante do inicio da
maior estabilidade no setor A, e para aferir sobre o nimero de transi¢des entre os

setores da arena.
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RESULTADOS

Dentre as trés espécies observadas, Benthana apresentou todos os
individuos encontrando os coespecificos, mais de 70% finalizando os 15 minutos na
agregacdo pré-formada (setor A) e frequéncia acima dos 80% permanecendo o

maior tempo nela, tanto antes como depois da marcacgdo (Figura 3).

Benthana picta

100% -
$0% -

70% -

Antes Depois Antes Depois Antes Depois

Visitou A Finalizou em A Maior Tempo em A

OControle O1Marca B2 Marcas B3 Marcas B4 Marcas

Figura 3. Frequéncia de espécimes de Benthana picta que foram capazes de identificar a agregagio pré-formada,
que permaneceram com os coespecificos ao final dos 15 minutos de observag¢do e que apresentaram maior
tempo total de estabilidade no Setor A da arena, antes e depois do processo de marcagio, por nimero de marcas
que receberam na segunda rodada de filmagem.

Balloniscus atingiu 100% do numero de espécimes que visitaram a
agregacdo somente depois de serem marcados, visto que dois individuos nao
encontraram os coespecificos na antes da marcac¢do, enquanto que mais de 80%
finalizou o tempo de observacdo na agregacdo e o numero de individuos que

permaneceram por mais tempo no setor A da arena se manteve o mesmo (Figura 4).
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Balloniscus glaber

70% -
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Antes Depois Antes Depois Antes Depois

Visitou A Finalizou em A Maior Tempo em A

OControle 0O1Marca B2 Marcas B3 Marcas B4 Marcas

Figura 4. Frequéncia de espécimes de Balloniscus glaber que foram capazes de identificar a agregacdo pré-
formada, que permaneceram com os coespecificos ao final dos 15 minutos de observagio e que apresentaram
maior tempo total de estabilidade no Setor A da arena, antes e depois do processo de marcagdo, por niimero de
marcas que receberam na segunda rodada de filmagem.

Mesmo com as menores frequéncias registradas entre as trés espécies,
Armadillidium demonstrou um aumento nos parametros analisados depois de os
animais passarem pelo processo de marcag¢do (Figura 5). Ainda para essa espécie,
foram observados cinco animais que sé se agregaram na segunda filmagem, um que
somente encontrou os coespecificos no primeiro video e dois que nao visitaram o
setor A. Devido a esses casos especiais de Balloniscus e Armadillidium, o nimero
total de espécimes considerados para as analises subsequentes relacionadas ao
setor A sofreu alteracao (Balloniscus: 13 antes; Armadillidium: 8 antes e 12 depois).
Visitas Unicas no setor A foram observadas para as trés espécies, sendo sempre a

frequéncia maior depois dos animais serem marcados (Figura 6).
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Armadillidium vulgare
100% -

Antez Depois Antes

Vizitou A Finalizouv em A Maior Tempo em A

OControle O1Marca B2Marca: B3 Marcas B4 Marcas
Figura 5. Frequéncia de espécimes de Armadillidium vulgare que foram capazes de identificar a agregacio pré-
formada, que permaneceram com os coespecificos ao final dos 15 minutos de observagio e que apresentaram
maior tempo total de estabilidade no Setor A da arena, antes e depois do processo de marcagdo, por niimero de
marcas que receberam na segunda rodada de filmagem.

Armadillicdlium
vulgare

Balloniscus
glaber

Benthana
picta

— ot ot et ok
Qo = B W =k
I I I I I ]

NUmero de individuos

O = B W B th - @ -0
I

Antes Depois Antes Depois Antes Depois
O Mais de uma visita B Visita nica

Figura 6. Nimero de individuos das trés espécies de isdpodos terrestres que se estabilizaram no local de
agregacdo com uma tinica e com mais de uma visita, antes e depois do processo de marcagio.
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Para as trés espécies, foi encontrada diferenca estatistica no tempo de
permanéncia total entre os setores, antes e depois da marcagdo (Tabela 1 e Figuras
7, 8,9). Em 15 minutos de observacao, os espécimes de Benthana permaneceram
mais tempo na regido da agregacdo ja formada, indiferente ao momento da andlise.
Antes do processo de marcagao, Balloniscus demonstrou maior estabilidade no
setor A, diferindo no total de tempo de permanéncia apenas das dareas
intermediarias da arena (B, C e D). Na segunda rodada de filmagens essa espécie
exibiu preferéncia pela area com coespecificos. Armadillidium, em contraponto as
outras duas espécies, permaneceu mais tempo na regido mais distante da agregacao
(setor E) antes de ser marcado. Mesmo que depois da marcagdo com esmalte essa
espécie tenha mostrado que permaneceu, em média, por mais tempo no local com
coespecificos, estatisticamente essa diferenca nao foi significativa pelo teste de

Wilcoxon (Figura 9, Tabela 2).

Tabela 1. Valores dos testes de Kruskal-Wallis (H) e os respectivos valores de p gerados da comparagdo entre o
tempo total de permanéncia nos distintos setores da arena nos momentos anterior e posterior ao processo de
marcagdo dos animais.

Espécie Momento Kruskal-Wallis (H) o]

Antes 34,883 <0,0001*

Benthana picta _
Depois 31,531 <0,0001*

Antes 19,868 0,0005*

Balloniscus glaber _
Depois 36,191 0,0001*

Antes 16,340 0,002&*

Armadillidium vulgare _
Depois 14,709 0,0053F
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Figura 7. Média do tempo total de permanéncia em cada setor antes e depois do processo de marcagdo de
Benthana picta. Letras distintas acima das colunas indicam difereng¢a significativa entre os setores em cada
momento de observagdo pelo teste Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (x<0,05). Barras nas colunas
indicam + um erro padrao.
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Figura 8. Média do tempo total de permanéncia em cada setor antes e depois do processo de marcagdo de
Balloniscus glaber. Letras distintas acima das colunas indicam diferenca significativa entre os setores em cada
momento de observagdo pelo teste Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (x<0,05). Barras nas colunas
indicam & um erro padrio.
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Figura 9. Média do tempo total de permanéncia em cada setor antes e depois do processo de marcagdo de
Armadillidium vulgare. Letras distintas acima das colunas indicam diferenga significativa entre os setores em
cada momento de observagdo pelo teste Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (2<0,05). Barras nas colunas
indicam + um erro padrao.

Tabela 2. Valores dos testes de Wilcoxon (Z) e os respectivos valores de p gerados da comparag¢do entre os
momentos anterior e posterior ao processo de marca¢ao dos animais por setor da arena de observagio da
agregacao.

Espécie Setor z o]
A 0,568 0,570
B 0,625 0,532
Benthana picta C 0,614 0,496
D 0,157 0,875
E 0,682 0,494
A 0,424 0,670
B 0,973 0,331
Balloniscus glaber C 0,795 0,427
D 0,085 0,932
E 0,142 0,887
A 1,852 0,064
B 0,251 0,802
Armadillidium vulgare C 0,824 0,410
D 1,448 0,148
E 0,568 0,570

60



Na ANOVA de 2 fatores, considerando a interacdo da quantidade de marcas

que os animais receberam na segunda rodada de filmagens e o tempo total de

permanéncia no local da agregacdo ja formada, ndo demonstrou diferenca estatistica

para as trés espécies entre os dois momentos de observa¢do (Tabela 3). Porém,

animais com uma e duas marcas de Armadillidium exibiram diferenca significativa

no momento posterior (Figura 10).

Tabela 3. Valores de F para ANOVA de 2 fatores e os respectivos valores de p gerados da comparagdo entre os
momentos anterior e posterior ao processo de marcag¢io dos animais, da quantidade de marcas e da interagio
das duas variaveis em relagdo ao tempo total de permanéncia no setor A da arena de observagio da agregagio.

* Indica diferenga estatistica.

Espécie Varidveis F p
Momento
(Antes x Depois) 0.098 0.982
Benthana picta NOmero de Marcas 2,029 0,529
Momento X Marcas 2,025 0,130
Momento
(Antes x Depois) 1.960 0,140
Balloniscus glaber NUmero de Marcas 0,323 0,574
Momento X Marcas 0,425 0,789
Momento
(Antes x Depois) 2,506 0.075
Armadillidium vulgare NOmero de Marcas 5,977 0,024*
Momento X Marcas 2,770 0,056
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Figura 10. Tempo total de permanéncia do setor A (agregacio pré-formada) antes e depois do processo de
marcagio das trés espécies de isopodos terrestres. Letras distintas acima dos conjuntos de pontos indicam
diferenca significativa entre o niimero de marcas que os animais receberam na segunda rodada de observagio
pelo teste de ANOVA de 2 fatores seguido do teste de Tukey (a<0,05). Simbolos iguais em cada tratamento
representam o mesmo individuo.
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Considerando o maior tempo continuo de estabilidade no setor A em
relacdo ao tempo total de observagao, nenhuma das espécies demonstrou diferenca
significativa entre os dois momentos analisados pelo teste de Wilcoxon (a<0,05):
Benthana, 7=0,1704 e p=0,865; Balloniscus, Z=0,1988 e p=0,842; Armadillidium
7Z=1.8043 e p=0.071. Balloniscus foi a espécie que apresentou maior porcentagem
de estabilidade na agregacdo (em ambos os momentos de observacdo), seguido de

Benthana e Armadillidium (Kruskal-Wallis, H=23,9923 e p=0,0002) (Figura 11).
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Figura 11. Porcentagem dos maiores periodos continuos de permanéncia no setor A em relagio ao tempo de 15
minutos de observagdo. Cada ponto representa um individuo de cada uma das trés espécies de oniscideos
utilizados no experimento, antes e depois de passarem pelo processo de marca¢io com esmalte. Tragos em
destaque representam a média da amostra. Letras diferentes no topo de cada coluna de pontos indicam
diferenca estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (a<0,05).

A proporg¢ao do maior tempo continuo e o tempo total no setor A entre os
dois momentos de observacdo para cada espécie nao foi significativa para os
individuos que visitaram a agregacao pré-formada (Wilcoxon, Benthana, Z=0,034 e
p=0,975; Balloniscus, 7=0,8664 e p=0,386; Armadillidium 7=0,2697 e p=0,787).
Porém, quando esse parametro é comparado entre as espécies foi possivel

evidenciar que esse dado é estatisticamente maior para Armadillidium quando
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comparado a Benthana depois de serem marcados (Kruskal-Wallis, H=18,7147 e

p=0,002) (Figura 12).
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Figura 12. Média da propor¢io do maior tempo continuo no setor A pelo tempo total de permanéncia no mesmo
local, antes e depois de serem marcados, para cada espécie de oniscideo observado. Barras indicam um erro
padrio. Letras diferentes acima das barras mostram diferenga significativa pelo teste de Kruskal-Wallis seguido
do teste de Dunn (a<0,05).

Em relagdo ao tempo transcorrido entre a percepc¢do da agregacao e o inicio
da maior estabilidade no mesmo local, nenhuma das trés espécies apresentou
diferenca estatistica entre os dois momentos de observacao (Wilcoxon, Benthana,
7Z=1,0832 e p=0,279; Balloniscus,7=1,0703 e p=0,285; Armadillidium7=0,4472 e
p=0,655) (Figura 13). Também nao foi observada distin¢do nesse parametro entre
as espécies (Kruskal-Wallis, H=10,346 e p=0,066). Dentre os animais que visitaram
o setor A, Benthana e Balloniscus exibiram um menor tempo médio apds o processo

de marcacao em relagdo ao momento anterior.
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Figura 13. Tempo transcorrido entre a percep¢io da agregacdo pela primeira vez e o instante inicial do maior
tempo de estabilidade dos animais na agregacéo pré-formada de cada espécime de cada uma das trés espécies
de is6podos terrestres nos dois momentos de observagio.

A movimentac¢do nas arenas ndo apresentou diferenca significativa entre os
dois momentos observados para as trés espécies, evidenciada pelo teste de
Wilcoxon: PBRenthana, 7=1,5375 e p=0,124; PBalloniscus, 7=0,142 e p=0,887;
Armadillidium, Z=1,6423 e p=0,101. Porém, quando o nimero de transi¢cdes totais
entre os setores das arenas foi comparado entre as espécies foi registrada uma
maior mobilidade de Benthana em comparacao a Armadillidium (Kruskal-Wallis,

H=31,6875 e p<0.0001) (Figura 14).
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Figura 14. Box-Plot do niimero de transi¢des entre os setores da arena de observagio da agregacio das trés
espécies de isdpodos terrestres analisados, antes e depois do evento de marcacio. Circulos vazados nas caixas
representam a média da amostra, e os acima das barras em cinza indicam os out/jers. Letras diferentes acima
das duplas de caixas apontam diferenga significativa pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn
(a<0,05).

Quanto ao numero total de passagens dos animais pelo setor da agregacdo
e a quantidade de visitas até o maior tempo de estabilidade nessa regido da arena, a
ANOVA de 2 fatores apontou diferenca significativa para Armadillidiumna primeira
situacdo e para Balloniscus na segunda (Tabela 4). Entretanto, o dado evidenciado
para Balloniscus foi apenas no momento anterior ao processo de marcacao, entre os
animais que receberam duas marcas no segundo registro das filmagens,
diferenciando-os dos que receberam uma e quatro marcas. Por esse motivo, o Unico
resultado de divergéncia estatistica significativa que foi considerado foi o de
Armadillidium, uma vez que esse fato ocorreu no momento posterior a marcacao
dos animais, no qual foi demonstrado que os is6podos que receberam trés marcas

frequentaram mais vezes o setor A do que os demais da mesma espécie (Figura 15).
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Tabela 4. Valores de F para ANOVA de 2 fatores e os respectivos valores de p gerados da comparagio entre os
momentos anterior e posterior ao processo de marca¢io dos animais, da quantidade de marcas e da interagio
das duas varidveis em rela¢do ao mimero de visitas total e nimero de visitas até o maior tempo de estabilidade
no setor A da arena de observagio para as trés espécies de oniscideos. * Indica diferenga estatistica.

NUmero total de visitas

NUmero de visitas até o

maior tempo de

Espécie Varidveis estabilidade
F P F p
Momento
(Antes x Depois) 0,144 0,964 0,225 0,921
Benthana —smero de Marcas 3,392 0,080 3,910 0,062
picta
Momento X Marcas 0,657 0,629 0,659 0,628
Momento .
(Antes x Depois) 2,153 0,112 3,927 0,016
Balloniscus .
NUmero de Marcas 0,014 0,907 0,455 0,508
galber
Momento X Marcas 1,194 0,344 0,909 0,478
Momento .
(Antes x Depois) 5,375 0,004 2,583 0,048
Armadillidiu
NUmero de Marcas 3,063 0,095 3,000 0,099
m vulgare
Momento X Marcas 1,500 0,240 0,917 0,474
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Figura 15. Numero de visitas total e nimero de visitas até a maior estabilidade no setor A da arena das trés
espécies de isdpodos terrestres, antes e depois do evento de marcagdo com esmalte de unha e por niimero de
marcas recebidas. *Indica diferenga estatistica pela ANOVA de 2-fatores, seguida do teste de Tukey (a<0,05).

DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, foi possivel perceber
que o evento de agregacdo ocorreu independentemente de os individuos terem
passado pelo processo de marcagao com esmalte de unha. Levando em consideracao
as caracteristicas de movimentacao das espécies de oniscideos testadas, cada uma
apresentou o comportamento predito para os grupos ecomorfolégicos aos quais

pertencem.

Benthana foi a espécie que mais transitou entre os setores da arena, tanto
antes como depois da marcacdo com esmalte de unha. Em decorréncia de possuir
peredpodos longos, corpo alongado e cuticula leve, tipico das espécies corredoras
(Schmalfuss 1984; Paoletti & Hassall 1999; Vittori et al. 2016), os individuos desse
grupo se movimentaram rapidamente pela placa de Petri e, por consequéncia, os
dados referentes a proporcao do tempo de maior estabilidade na agregacdao em
relacdo ao tempo total de permanéncia na mesma area foi o menor entre as espécies.
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Tracando-se um paralelo do comportamento gregdrio com a habilidade de
encontrar e permanecer em abrigos estaveis, Hassall & Tuck (2007) observaram
dentre quatro espécies de is6podos terrestres que o representante corredor
utilizado no estudo, Philoscia muscorum (Scopoli, 1763) (Philosciidae), se abrigou
em menor frequéncia do que os outros grupos. Os autores ressaltaram que as
caracteristicas ecomorfolégicas refletem também as estratégias antipredatérias e de
prevencdo de instabilidade fisiologica, e atribuiram os resultados obtidos pela
preferéncia de P. muscorum em correr e se dispersar rapidamente a possivelmente
ter detectado indicios de perturbagao, ao invés de permanecerem nos abrigos. No
presente estudo, o registro do maior numero de passagens pelo setor A para
Benthana confirma o dado apresentado em relacdo aos maiores tempos médios
entre o momento do primeiro contato com os coespecificos e o instante de inicio de
maior duragao de tempo na agregacao (em torno de 4.5 minutos antes e 3.4 minutos
depois da marcagdo). Visto que as trés espécies utilizadas neste trabalho foram
testadas sob as mesmas condi¢des da sala de cultivo, o perfil exibido por Benthana
seguiu o que é descrito para corredores na literatura (Dias et al. 2012; Khemaissia

et al. 2018; Leclercq-Dransarta et al. 2019)

Balloniscus apresentou maior estabilidade em relagdo ao comportamento
de agregacao. Fato semelhante foi observado para Porcellio scaber Latreille, 1804,
(Porcellionidae) também aderente, em que a espécie exibiu um maior indice de
ocupacao de abrigo (S Sheltering Index) em comparacdao com outros grupos
distintos (Hassal & Tuck 2007). Os autores relacionaram o registro pela alta
probabilidade de agregacao que esta espécie apresenta. No presente trabalho,
dentre os animais que reconheceram os coespecificos na arena, Balloniscusfoi quem
exibiu respostas de forma mais rapida se associando ao agrupamento ja formado.
Tendo em vista o perfil dos individuos pertencentes ao grupo ecomorfolégico dos
aderentes, com seu corpo mais robusto e achatado dorso-ventralmente, estes
isopodos tem o habito de se aderirem ao substrato e permanecerem imoveis ao
menor sinal de perturbacdo (Schmalfuss 1984; Paoletti & Hassall 1999; Hornung
2011). Considerando o processo de marcagdo e aclimatacdo entre as filmagens, é
possivel que diante das primeiras evidéncias de individuos da mesma espécie nas
arenas tenham contribuido para a estabilidade mais “imediata” de Balloniscus,

observada pelas maiores porcentagens de permanéncia continua no setor A em
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relacdo ao tempo total de observacgdo (antes: 59,7%, depois: 66,4%) e ao tempo total
no mesmo local apés a marcacao (92,3%). Outros estudos relatam a maior
sensibilidade de aderentes frente a variacdes de diversos parametros, como em
analises ecotoxicoldgicas (Niemeyer et al. 2018), estruturas da cuticula do corpo
(Wood et al. 2017), mudangas microclimaticas (Dias et al. 2012) e niveis de
terrestrializagdo de oniscideos (Broly et al. 2013), correlacionando

ao comportamento-resposta na forma de estabilidade junto a coespecificos.

Armadillidium exibiu os resultados mais variaveis sobre o comportamento
gregario. Nem todos os individuos encontraram os coespecificos nas arenas, e esse
ocorrido aparentemente ndo tem relagdo com a marcagao dos animais, pois a maior
frequéncia para esse parametro se deu antes de tal evento. O que é descrito para os
volvacionaisna literatura diz respeito a maior espessura da cuticula em comparagdo
aos grupos anteriores, conferindo maior robustez aos tergitos e a prote¢do contra
os predadores através da habilidade volvacional, sendo mais viavel tomar a forma
esférica encobrindo sua parte ventral delicada do que optar pela fuga em alta
velocidade (Schmalfuss 1984, 1998; Paoletti & Hassall 1999). Essas caracteristicas
podem justificar o menor niimero de transi¢cdes entre os setores da arena (antes e
depois), a maior permanéncia no setor E (mais afastado da agrega¢do), bem como o
menor numero de visitas no setor A. Como observado em outros estudos,
Armadillidium, representando a espécie com maior resisténcia fisiolégica a
dessecacao dentre outros isopodos terrestres testados, sob as mesmas condi¢des
ambientais experimentais, foi 0 que menos se agregou (Caubet et al. 2008, Broly et
al. 2013). Além disso, no presente estudo, dentre os espécimes que se estabilizaram
na agregacao, o tempo entre a primeira visita e o maior tempo de estabilidade de
Armadillidium se equipara ao de Balloniscus, pois quase todos os individuos nao
sairam do setor A apds detectarem a presenca de coespecificos (ou seja, tempo

contabilizado para essa variavel foi igual a “0” segundos).

Tomando como base que o evento de agregacdo em isOpodos terrestres
envolve o equilibrio entre a preferéncia individual e o consenso em grupo (Devigne
et al. 2011, Broly et al. 2012), bem como quanto mais individuos aderidos a um
conjunto ja formado tem maior probabilidade de atrair mais animais para compor

essa agregacao (Broly etal. 2014), o experimento apresentado no presente trabalho
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mostrou que os animais incorporaram, em sua grande maioria, ao grupo de
coespecificos ja agregados e associados ao algodao umedecido, tanto antes como
depois do processo de marcagdo (Hipotese I). Tal comportamento foi semelhante ao
que Devigne et al. (2011) e Broly et al. (2012) registraram para P. scaber, porém
utilizando abrigos e observando a selecdo através do posicionamento e da
quantidade de individuos nas arenas. A escolha entre dois abrigos idénticos se deu
ao acaso e em aproximadamente trés minutos apos o inicio do experimento (sendo
ocupado por mais de 50% dos animais da arena em menos de 10 minutos), e
gradualmente aumentou a frequéncia de is6podos no abrigo escolhido até o
momento final de observacgdo (45 minutos) (Devigne et al. 2011; Broly et al. 2012).
Fato similar ocorreu para as trés espécies utilizadas no presente experimento,
evidenciado pelo maior tempo total médio de permanéncia dos oniscideos no setor
A (em ambos os momento de observacdo para Benthana e Balloniscus; e ap6s a
marcagao para Armadillidium, porém sem diferenca estatistica) e de finalizagao no

mesmo local ao final do periodo de 15 minutos de observacao.

Em relacdo a quantidade de marcas (Hipotese II), poucos sdo os trabalhos
de avaliacdo de diferencas comportamentais entre os individuos que passaram por
numero distinto de eventos de marcacdo, e também sem a avaliacdo prévia do
mesmo animal que foi submetido a esse processo (Drahokoupilova & Tuf 2011,
2012; De Souza et al. 2012; Tuf et al. 2013). Pardo et al. (1996), observaram que o
excesso de po fluorescente na marcacao de Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva,
1912) (Diptera, Psychodidae) resultou em maior mortalidade e causou reflexos
negativos na mobilidade dos individuos. No presente estudo, porém, a disparidade
de dados apresentada apenas por Armadillidium somente em dois dos diversos
parametros analisados em decorréncia do evento de marcacao infere que tal
processo ndo tem efeitos inibitérios sobre o habito gregario de is6podos terrestres,
pois ocorreu em animais com quantidades intermediarias de marcas. Este fato é
corroborado pela falta de um padrao de diferenca gradual em relagdo ao nimero de
marcacgoes, visto que individuos com uma e duas marcas diferiram no tempo total
meédio de agregacdo (menor e maior variacdo, respectivamente) e os animais com
trés marcas exibiram maior nimero de visitas no setor A em relacdo aos outros
tratamentos. No estudo prévio com os mesmos oniscideos, os resultados nao

demonstraram influéncia negativa da quantidade de marcas com esmalte no
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comportamento alimentar das trés espécies, bem como nao foi observada relacdo
com a taxa de mortalidade dos animais (Kenne et al. 2019). Evidéncias sobre esse
parametro também foram descritas em um estudo com vespas, no qual os autores
inferiram que até quatro marcas em um unico individuo de Polistes versicolor
(Olivier, 1791) (Hymenoptera: Vespidae) é viavel sem afetar o seu comportamento
(De Souza et al. 2012). Nenhuma espécie no presente trabalho exibiu alteragado de
comportamento de agregacdo a curto prazo dos animais com quatro marcas (maior
numero), o que pode ser interpretado como numero de recapturas seguidas que os

isopodos podem suportar em experimentos de campo com marcagdo-recaptura.

De modo geral, com base nos dados referentes a frequéncia de individuos
que perceberam os coespecificos, aos que finalizaram o periodo de observacao na
agregacao e aos que apresentaram o maior tempo total de estabilidade no setor A,
os resultados do presente trabalho contribuiram de forma significativa as
informacdes ja levantadas sobre o tema no estudo anterior (Kenne et al. 2019),
indicando que a marcacdao com esmalte de unha potencialmente ndo gera efeito
negativo no processo de reconhecimento, aderéncia e estabilidade dos is6podos
terrestres a uma agregacao ja formada por coespecificos. A técnica se mantém util
para possiveis estudos em campo, sem comprometer o comportamento gregario dos

tatuzinhos.
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CAPITULO 3

Efeito de rutina no comportamento alimentar de isépodos terrestres

(Isopoda, Oniscidea)
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RESUMO

Flavonoides sdo metabdlitos secundarios vegetais e se caracterizam pela ampla
ocorréncia e diversificacdo nas plantas. Sdo sinais quimicos importantes na
interacdo com invertebrados fitéfagos. Os is6podos terrestres sdo detritivoros que
se alimentam de plantas mortas e em decomposicdo. As propriedades quimicas da
planta sdo de suma importancia para a escolha de alimento pelos oniscideos. Deste
modo, o presente trabalho objetivou avaliar o desempenho alimentar de trés grupos
ecomorfologicos diferentes de isépodos terrestres frente a um alimento artificial
com trés doses distintas do flavonoide rutina. Para cada individuo foi observada taxa
de crescimento durante o experimento, e para cada tratamento (dose de rutina - 0.3,
0.6 e 0.9 mg/ml, além do controle com H20 destilada) foram registradas as taxas de
consumo e quantidade de alimento artificial ingerido pelos tatuzinhos. Mesmo sem
diferenca estatistica, Armadillidium vulgare (volvacional) apresentou valores de
ingestdo, de taxa de consumo e de incremento de biomassa maiores do que
Balloniscus glaber (aderente) e Benthana picta (corredor). Nao foi observada
relacdo entre quantidade de alimento ingerido e o incremento de biomassa para
Balloniscus. Porém, Benthana exibiu relagdo inversa nesse parametro, e
Armadillidium mostrou pouca significancia positiva. Para as trés espécies, as
menores concentragdes de rutina evidenciaram maiores taxas de consumo pelos
isopodos (Armadillidium e PBalloniscus para 0.3 mg/ml e Benthana para o
tratamento controle). Os resultados obtidos podem ser interpretados como uma
alternativa de comportamento dos oniscideos para maximizar a ingestdo de um
nutriente/composto requerido, o que também varia com as caracteristicas de cada
grupo ecomorfolégico, mostrando, assim, diferen¢as no desempenho alimentar de
espécies de um mesmo nicho.

Palavras-chaves: Flavonoide, experimento, alimento artificial, tatuzinho-de-jardim,
detritivoros.
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INTRODUCAO

Nas interagdes animal-planta, os vegetais podem recorrer a atributos
quimicos e fisicos para a sua defesa (contra a herbivoria, insetos fitéfagos e
patdégenos), ou para intensificar relagdes mutualisticas (polinizacao) (Kefeli et al.
2003, Ode 2006). A respeito desses atributos, algumas plantas tem a possibilidade
de se beneficiar da dureza ou da presenga de tricomas e espinhos (Fordyce &
Agrawal 2001), podem induzir a producao de proteinas defensivas (Haruta et al.
2001), outras atraem inimigos naturais de seus predadores através da liberacdo de
volateis (Birkett et al. 2000), ou ainda podem ter a capacidade de produzir
metabdlitos secundarios em suas partes ameacadas, que quando ingeridas, passam
a ser toxicas e potencialmente reduzem a sua “predacdo” (Kliebenstein et al. 2001,
Mello & Silva-Filho 2002). Alguns exemplos de tais substancias sdo os alcaloides,
terpenos e derivados fenélicos (Crawley 1983, Krohling et al. 2010, Sharma & Sohal
2013).

Dentre os derivados fendlicos, os flavonoides se destacam pela ampla
ocorréncia e diversidade nas plantas (Harbone 1977). O conteddo de flavonoides
varia de acordo com estagio de crescimento da planta, pois a produgao basal é
intensificada a medida que o individuo chega ao estagio “adulto” (Zhishen et al.
1999), além de sofrer influéncia de fatores abidticos (temperatura e radiagdo)
(Salgado et al. 2008). Os flavonoides sao originarios de uma via biossintética mista
(acetato/chiquimato) (Hagerman & Butler 1991) e a sua ativa¢ao no organismo dos
herbivoros ocorrem por oxidacdo (Appel 1993). Podem causar a inibicdo da
digestao através da formacao de radicais livres ou devido a possivel formagdo de
pontes de hidrogénio, ou ainda de ligagdes covalentes com proteinas e enzimas
digestivas. A agdo toxica ocorre pelas hidroxilas formadas durante a oxidacao dos
compostos fendlicos, responsavel por distirbios metabodlicos no epitélio intestinal
consequentes da ruptura da integridade da membrana (Appel 1993). Além disso,
em algumas espécies de artropodos fitdfagos, a ingestiao desses metabolitos
secundarios vegetais pode afetar parametros relativos ao crescimento (tempo,
momento e ciclos da muda) e causar irregularidades na reproducao (Simmonds

2003, Boué & Raina 2003, Gould & Lister 2006, Bentivenha et al. 2017).
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Para herbivoros, especialmente insetos fit6fagos, os tecidos vegetais sdo
importantes fontes de lipidios, proteinas e carboidratos (Pichersky & Lewinshon
2011). Folhas recém caidas sdo compostas, principalmente, por polissacarideos
estruturais (celulose, hemicelulose) taninos e lignina, além de muitos compostos
organicos ndo estruturais, como agucares simples, amido, acidos graxos e outros
metabdlitos secundarios (Kogel-Knabner 2002, Berg & Laskowski, 2006).
Flavonoides podem também ter efeitos na fauna edafica decompositora e
detritivora, pois a maioria dos derivados fendlicos continua presente durante a

senescéncia foliar e apds a morte da planta (Barlocher & Graca 2005, David 2014).

A preferéncia alimentar de detritivoros estad relacionada a senescéncia
foliar, grau nutricional do alimento, nivel de colonizacdo microbiana e
presenca/auséncia de compostos impalataveis (Yeates & Barmuta 1999, Graca et al.
2001, Zimmer et al. 2003, Thnen & Zimmer 2008, Lambdon & Hassall 2005). A
serapilheira em decomposicdo é considerada um alimento de baixa qualidade para
esses individuos devido aos baixos teores de nitrogénio, mesmo que contenha alto
teor energético. Porém, essa energia esta ligada a celulose e a lignina, ambas
inutilizaveis pela maioria dos animais saproéfagos (Szlavecz & Maiorana 1998). O
trade-off esta na abundancia e disponibilidade desse material no ambiente, pois
além de estar pré-processado, também ja passou por influéncia quimica e fisica de
microrganismos (Szlavecz & Maiorana 1998). Essa fonte alimentar tem a sua
resisténcia fisica perdida (menor desgaste das pecas bucais para detritivoros), os
carboidratos estruturais quebrados (mais faceis para absor¢ao no trato digestivo)
e, provavelmente, outros elementos de bloqueio alimentar sdo lixiviados ou ja estdo

decompostos (Szlavecz & Maiorana 1998, Gerlach et al. 2012, Wood et al. 2012).

Microrganismos colonizadores da serapilheira (bactérias e fungos) sao
ingeridos juntamente com os alimentos (Frouz et al. 2003, Byzov 2006), mas a sua
digestibilidade no intestino dos detritivoros varia de espécie para espécie (Byzov
2006, Thnen & Zimmer 2008). Possivelmente participam da dieta como fontes de
nitrogénio, vitaminas e minerais, como o calcio (Cromack et al. 1977, Martin &
Kukor 1984), além de também fornecerem carbono e energia para os detritivoros

(Frouz et al. 2003). O grande destaque da presenca de microrganismos no trato
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digestério da maioria dos consumidores de matéria organica vegetal estd na

contribui¢ao na degradacao de compostos secundarios (Coulis et al. 2013).

Dentre a fauna de solo detritivora que atuam na decomposicdo estdo as
minhocas, diplépodos, cupins, colémbolos e os isdpodos terrestres (Wood et al.
2012). Estes ultimos tém destaque como macroartropodos decompositores devido
a sua fisiologia, comportamento e respostas ecoldgicas a diferentes mudangas
climaticas em microambientes (Davis & Sutton 1977, Dixie et al. 2015). Além disso,
os is6podos terrestres (Isopoda, Oniscidea), também conhecidos como tatuzinhos-
de-jardim, desempenham um papel importante na decomposicao da serapilheira e,
portanto, contribuem significativamente para a ciclagem de nutrientes e para os
servicos ecossistémicos do solo (Zimmer 2002). Como consequéncia, os isépodos
terrestres sdao organismos relevantes na ecotoxicologia de sistemas edaficos, tanto
em testes de laboratoério quanto em estudos de monitoramento e bioindicagdo em

campo (van-Gestel et al 2018, Pezzi et al 2019, Kenne et al. 2019).

[s6podos terrestres possuem quimiorreceptores nos flagelos das antenas e
nas suas pecas bucais, caracteristicas que os permitem localizar alimento no
ambiente (Abrahdm & Wolsky 1930, Hoese & Schneider 1990, Zimmer et al. 1996).
Além disso, tatuzinhos-de-jardim conseguem compartimentalizar metais pesados
em granulos nas células do hepatopancreas e se desintoxicam excretando esses
compostos nocivos (Sousa et al. 2000, Loureiro et al. 2002). Estudos que abordam a
preferéncia e o desempenho alimentar de is6podos sdo importantes, pois estao
relacionados ao seu papel na ecotoxicologia e processos do solo (van Gestel et al.
2018, Quadros & Araujo 2008, David 2014). Toépicos sobre comportamento
alimentar de isépodos terrestres sdao bem explorados na literatura, visto que
Zimmer (2002) descreveu os mecanismos e 0s pré-requisitos nutricionais de itens
utilizados na dieta de muitas espécies de Oniscidea. Mesmo assim, os parametros
comumente analisados variam no perfil da relacao da palatabilidade com o contetido
fenolico da matéria organica. Ha estudos apresentando associa¢des fracas quanto ao
grau de ingestdo por detritivoros e teor de fenol na serapilheira (Neuhauser &
Hartenstein 1978, Kasurinen et al. 2007), bem como também existem relatos de
correlacdes negativas na preferéncia alimentar de is6podos (Hassall & Rushton

1984).
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Vérios trabalhos ja analisaram os efeitos de metabdlitos secundarios em
herbivoros, porém poucos atentam para a compreensao das consequéncias da
ingestdo desses compostos por detritivoros e decompositores (Canhoto & Graga
1999) e sua relagdo com a senescéncia das folhas (Yeates & Barmuta 1999). Poucos
sao os estudos que abordam ingestao de flavonoides por isépodos terrestres (Wood
et al. 2012), e os que se tem registro abordam comportamento de espécies
Palearticas (Rushton & Hassall 1983, Gunnarsson 1987, Szlavecz & Pobozny 1995,
Zimmer 2002, Thnen & Zimmer 2008). Aspectos complementares aos mecanismos
de escolha de fontes alimentares e forrageio, bem como consequéncias p6s-ingestao,

ainda precisam ser mais abordados (Montesanto & Cividini 2017).

Com base nisso, o presente trabalho objetivou investigar o desempenho
alimentar de trés espécies de isdpodos terrestres frente a trés concentracdes
distintas do flavonoide rutina em um alimento artificial neutro. Rutina é um dos
compostos fendlicos mais representativo nos vegetais (Sondheimer 1964, Singh et
al. 2009). Além disso, esta presente na batata (Deufder et al. 2012, Sanchez
Maldonado et al. 2014), um dos principais alimentos utilizados em cultivos de
isopodos terrestres em laboratorio (Yao et al. 2009, Montesanto & Cividini 2017,
Kenne et al, em preparagdo). Assim como outros metabdlitos secundarios, a rutina
tem fungdo relacionada a defesa das plantas contra a herbivoria, com consequéncias
diversas para os animais. Contudo, alguns trabalhos citam rutina como estimulante
alimentar em algumas espécies de artropodos (Bernays et al. 1991, Pacheco-

Sanchez et al,, 2012).

As hipoteses deste estudo tomaram como ponto de partida os atributos de
cada grupo ecomorfoldgico das espécies de is6podos testadas nos experimentos
(sensu Schmalfuss 1984), uma vez que essas caracteristicas podem influenciar no
comportamento de forrageio e nos diferentes trade-offs dos perfis alimentares. Os
isdpodos classificados como vol/vacionais possuem cuticula espessa e, em adicdo da
habilidade volvacional, conseguem proteger suas partes mais delicadas (ventre) de
predadores, bem como evitam a perda de 4gua em ambientes mais secos. Aderentes
sdo mais achatados dorso-ventralmente, o que lhes permite aderir ao substrato com
mais firmeza através de suas pernas, dificultando a agdo de captura por predadores.

Ja os isépodos do grupo do corredores possuem a cuticula mais fina em relacao aos
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anteriores, conferindo-lhes maior sensibilidade as alteragdes do ambiente em que
se encontram, e por isso adotam a estratégia de fuga diante situacdes de perigo

(Schmalfuss 1984, Hornung 2011, Csonka et al. 2013).

De modo geral, neste trabalho esperou-se que: 1) Volvacionais
apresentassem valores de ingestdo, de taxa de consumo e de incremento de
biomassa dos individuos maiores do que os de aderentes e de corredores; 11) O
incremento de biomassa dos individuos exibisse correlacao positiva a biomassa de
alimento consumido; e III) As trés espécies evidenciariam maiores de taxas de

consumo para a menor concentragdo de flavonoide.

MATERIAL & METODOS
Espécies de isépodos terrestres

Foram utilizadas trés espécies de is6podos terrestres, representando trés
grupos ecomorfoldgicos distintos: Benthana picta (Brandt, 1833) (Philosciidae)
(corredor), Balloniscus glaber Araujo e Zardo, 1995 (Balloniscidae) (aderente) e
Armadillidium vulgare (Latreille, 1804) (Armadillidiidae) (volvacional). Com o
intuito de evitar equivocos em relacdo aos nomes das espécies, no presente estudo

elas serdo citadas através do seu género taxondmico.

Os espécimes de Benthanaforam obtidos no Parque Henrique Luiz Roesler,
na cidade de Novo Hamburgo, RS, Brasil (29°41'15”S, 51°06'35”0). Os de
Balloniscus e de Armadillidium foram coletados em dois locais: no Campus do Vale
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) (30°04'07"S, 51°07°10”0) e
em uma darea residencial da zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil (30°12’30"S,
51°10’12”0). Os animais foram mantidos em sala de cultivo no Laboratdrio de
Evolucao, Ecologia Quimica e Quimiotaxonomia (Leeqtax) e no Laboratorio de
Carcinologia, ambos da UFRGS, com temperatura e fotoperiodo controlados (17 +
1°C e 12:12, respectivamente), serapilheira do local de origem e discos de batata

como fonte alimentar adicional.

Antes do inicio dos testes, 60 individuos de cada uma das trés espécies

foram individualizados em camaras por 48 horas, sem alimento e com apenas uma
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esfera de algodao umedecida com dgua destilada. Animais de ambos os sexos foram
utilizados no experimento, exceto por fémeas ovigeras e individuos na pré-muda

(presenca de placas de calcio na parte ventral do péreon).

Procedimentos experimentais

Apébs a aclimatacdo, os animais foram colocados individualmente em
unidades experimentais (UE) (2.5 cm de altura e 5 cm de didmetro) com um disco
de 18 mm de diametro de papel aquarela de fibra de algodao, o qual foi imerso
durante aproximadamente trés minutos em uma das trés distintas concentragoes de
rutina (0.3, 0.6 e 0.9 mg/ml solubilizada em 4agua destilada) ou do tratamento
controle (somente agua destilada) antes do inicio dos testes (Figura 1). Foram
conduzidas trés réplicas do experimento com cada espécie, utilizando cinco
isopodos para cada concentracdo do flavonoide e para o controle (quatro
tratamentos, 20 individuos por réplica, 60 de cada espécie, 180 no total). Na parte
interna da tampa de todas as UEs foi fixada uma esfera de algodao, a qual foi

umedecida com agua destilada para a manuteng¢ao da umidade.

S

O M-

Figura 1. Representa¢do esquematica da Unidade Experimental (UE), com um is6podo terrestre,
alimento artificial com determinada concentragdo de flavonoide (disco amarelo) e algodio
umedecido fixado na tampa (nuvem cinza).

Todos os individuos e os discos de papel foram pesados (mg) no inicio e ao
final dos cinco dias de experimento em balanc¢a de precisdo. Para cada tratamento,
cinco UE's adicionais com apenas discos de papel foram mantidas durante os testes,

com a finalidade de avaliar a perda autogénica (%) e inferir com maior precisdo os
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calculos de ingestao do alimento pelos animais. A taxa de consumo foi calculada pela

formula (Waldbauer 1968, modificada):

[(di- df) x (1 - pa)] / (mi x dias)

onde: di=massa inicial do disco (mg); df=massa final do disco (mg);

pa=perda autogénica (%); mi=massa média do isépodo (mg).

Andlise estatistica

Todos os dados foram testados quanto a sua distribuicao normal pelo teste
de Shapiro-Wilk (a<0,05) para posterior aplicacdo dos testes estatisticos
adequados. O peso inicial dos isépodos foi comparado entre as réplicas e entre os
tratamentos pela Andlise de Varidncia (ANOVA) e pelo teste de Kruskal-Wallis
(a<0,05). A quantidade de massa de papel ingerida pelos animais foi comparada
tanto pelo teste de Kruskal-Wallis (a<0,05) como também pela Andlise de
Covariancia (ANCOVA), utilizando a concentracdo do flavonoide como fator
principal e o peso inicial dos animais como covariavel (a<0,05). As taxas de
consumo e as taxas de crescimento dos individuos foram comparadas dentro de
cada concentragdo de flavonoide pelo teste de Kruskal-Wallis («¢<0,05). A massa
inicial e final dos is6podos foi comparada em cada tratamento pelo teste t-pareado
(a<0,05) e pelo teste de Wilcoxon (a<0,05). A relagdo entre o incremento de massa
dos animais ap0s os experimentos e a quantidade de alimento ingerido foi analisada
pela Correlacdo de Pearson. Para as diferencas estatisticas observadas na ANOVA,
foram realizados os testes pos-hoc de Tukey, assim como o teste de Dunn para
Kruskall-Wallis. As analises foram conduzidas nos softwares Bioestat 5.0 e MedCalc

19.2.1.

RESULTADOS

Entre os tratamentos e nas trés réplicas ndo houve diferenca na massa
inicial dos animais, indicando que para as trés espécies foram utilizados individuos

de tamanhos estatisticamente similares em todas as unidades experimentais
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(Tabela 1 e 2), com média geral de 84 mg (+ 2,7 mg) para Armadillidium, 49,3 mg

(£ 2,2 mg) para Balloniscuse 38,6 mg (+ 1,5 mg) para Benthana. Esse fato assegura

a possibilidade de andlise dos dados das trés réplicas em conjunto para todos os

parametros que se seguem.

Tabela 1. Valores de F* e pda Analise de Varidncia (ANOVA, teste de Tukey, a<0,05) da comparagao
da massa inicial dos individuos das trés espécies de isdpodos terrestres utilizadas nos experimentos,
nas trés réplicas separadamente e em conjunto. * representa o valor da estatistica “H” do teste ndo-

paramétrico de Kruskal-Wallis (seguido do teste de Dunn, a<0,05).

Espécie Reéplica F* P
Réplica 1 0328 0.805
Reéplica 2 3.018 0.061
Armadillidinm vulgare
Réplica 3 0,149 0,929
Todos 7.198* 0.066
Réplica 1 1,589 0.231
Réplica 2 0,391 0.764
Balloniscus glaber
Reéplica 3 0.278 0.842
Todos 1.699 0.177
Réplica 1 0.347 0.792
Reéplica 2 4.051* 0.256
Benthana picta
Réplica 3 1.756 0.196
Todos 0,901 0.447
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Tabela 2. Valores de F e p da Andlise de Variancia (ANOVA, teste de Tukey, a<0,05) da comparagdo
da massa inicial dos individuos das trés espécies de isépodos terrestres utilizadas nos experimentos,
nos trés tratamentos de concentragdes distintas de rutina e no controle separadamente.

Espécie Tratamento F r
Controle 0.406 0.680
[0,3] 0.787 0.519
Armadillidinm vulgare
[0,6] 0.002 0,998
[0,9] 0.070 0,933
Controle 1.432 0,277
[0,3] 1,008 0.396
Balloniscus glaber
[0,6] 0.198 0.824
[0,9] 0.594 0.572
Controle 0.786 0.519
[0,3] 2.871 0.095
Benthana picta
[0,6] 0.167 0.849
[0,9] 1,439 0.275

De modo geral, a quantidade de alimento artificial ingerido foi maior para
Armadillidium, com média de 3,16 mg (+ 0,36 mg) consumido no tratamento 0,3
mg/ml de rutina, seguido de Benthana, com a maior média de ingestdo no
tratamento controle, de 1,5 mg (+ 0,21 mg), e Balloniscus, com maior quantidade
ingerida no tratamento 0,3 mg/ml, de 1,14 mg (£ 0,14 mg) (Figura 2). Entre os
tratamentos, para as trés espécies ndo houve diferenca estatistica significativa
(Kruskal-Wallis, Armadillidium: H=4,621 e p=0,202; Balloniscus. H=1,927 e
p=0,588; Benthana: H=0,893 e p=0,827).
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Figura 2. Massa de alimento artificial ingerido (mg) pelas trés espécies de isdpodos terrestres
(Armadillidium vulgare, Balloniscus glabere Benthana picta). Valores correspondem a média, linhas
verticais indicam + um erro padrio de cada tratamento.

Nao foi observada diferenca estatistica nas taxas de consumo das trés
concentracodes de rutina e do controle administrados nos experimentos com as trés
espécies de isopodos terrestres (Kruskal-Wallis, Armadillidium: H=3,042 e
p=0,385; Balloniscus: H=2,505 e p=0,474; Benthana: H=0,718 e p=0,869) (Figura
3). Mesmo assim, Armadillidium e Balloniscus exibiram maiores taxas de ingestdo
média para o menor teor de flavonoide no alimento artificial ([0,3]:
Armadillidium=0,0078 mg/mg*dia, Balloniscus=0,0053 mg/mg*dia). A maior taxa

média para Benthana foi observada no tratamento controle (0,0087 mg/mg*dia).
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Figura 3. Taxa de ingestdo do alimento artificial das diferentes concentragdes oferecidas as trés
espécies de isépodos terrestres (Armadillidium vulgare, Balloniscus glaber e Benthana picta).
Valores correspondem a média, linhas verticais indicam um erro padrao de cada tratamento.

Quanto a variacdo entre a massa inicial e a massa final dos animais,
Armadillidium apresentou aumento significativo em todos os tratamentos (Teste t-
pareado, Controle: t=3,396 e p=0,004; [0,3]: t=2,775 e p=0,015; [0,6]: t=3,431 e
p=0,004; [0,9]: t=2,538 e p=0,024) (Figura 4). Para PBalloniscus nao foi
demonstrada diferenca neste parametro (Teste de Wilcoxon, Controle: Z=0,14 e
p=0,893; [0,3]: Z=0,085 e p=0,934; [0,6]: Z=1,164 e p=0,252; [0,9]: Z=0,157 e
p=0,903) (Figura 5). Ja para Benthana foi observado apenas decréscimo de massa
significativo no tratamento controle (Teste t-pareado, Controle: t=-2,697 e
p=0,017; [0.3]: t=-1,110 e p=0,286; [0,6]: t=-0,446 e p=0,663; [0,9]: t=0,045 e
p=0,965) (Figura 6).
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Figura 4. Box-plot de distribuicio de massa inicial e final de Armadillidium vulgare para as trés
concentragdes de rutina e tratamento controle. * indicam diferenga estatistica entre a massa inicial e
final dentro dos tratamentos pelo teste t-pareado (a<0,05).
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Figura 5. Box-plot de distribuicdo de massa inicial e final de Balloniscus glaber para as trés
concentragdes de rutina e tratamento controle.
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Figura 6. Box-plot de distribuicio de massa inicial e final de Benthana picta para as trés
concentragdes de rutina e tratamento controle. * indicam diferenca estatistica entre a massa inicial e
final dentro dos tratamentos pelo teste t-pareado (a<0,05).

As maiores taxas de incremento de massa foram observadas para
Armadillidium, entretanto sem diferenca significativa entre os tratamentos
(Kruskal-Wallis, H=0,923 e p=0,820). Porém, foi possivel observar que a medida
que se aumenta a concentracdo de flavonoide no alimento artificial oferecido aos
animais essa taxa diminui, sendo a maior calculada para o controle e menor para
[0,9] (Figura 7). As taxas referentes a Balloniscus se aproximaram de zero, enquanto
que as de Benthana foram as menores entre as trés espécies (Figura 7), ambas
também sem distin¢do estatistica entre os tratamentos ( Ba/loniscus: Kruskal-Wallis,

H=0,779 e p=0,855; Benthana: ANOVA, F=1,030 e p=0,386).
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Figura 7. Taxa de crescimento das trés espécies de isépodos terrestres nos diferentes tratamentos.
Linhas acima das colunas representam * um erro padrdao da amostra.

A andlise entre a variacdo de incremento de massa dos animais ap6s cinco
dias de experimento e a quantidade de alimento ingerido mostrou correlagdo
significativa apenas nos tratamentos de concentracdo de 0,3 e 0,9 mg/ml de rutina
para Benthana e no de 0,3 mg/ml para Armadillidium (Tabela 3). Para esses casos,
o coeficiente de correlagdo (r) calculado apresentou fraca relacdo negativa e baixos
coeficientes de determinacdo (R?), indicando pouca relagio explicativa para esses
resultados. Para os outros casos nao foi constatado relagdo entre a quantidade de

alimento ingerido e variagcdo de massa dos isopodos.
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Tabela 3. Valores de F, p, coeficiente de correlagdo (r) e coeficiente de determinagio (R?) para a
andlise de correlagdo entre a quantidade de alimento artificial ingerido e o incremento de massa dos
individuos das trés espécies de isdpodos terrestres ao término de cinco dias de experimento. * indica

significincia estatistica.

-

Espécie Tratamento F r r R-
Controle 0.334 0.573 -0,158 0.025
[0.,3] 5.967 0.030* -0.561 0315
Armadillidiuom vulgare
[0,6] 0.002 0,968 -0,012 0.0001
[0,9] 0.247 0.627 0.137 0.019
Controle 0.603 0451 -0.211 0.044
[0,3] 0.628 0,443 0215 0.046
Balloniscus glaber
[0.6] 0.024 0.879 -0.043 0.002
[0,9] 0.453 0.513 -0,184 0.034
Controle 2,746 0,121 -0.418 0,174
[0.,3] 5.220 0.040* -0.535 0,287
Benthana picta
[0.6] 0.250 0.625 -0,137 0.019
[0,9] 5,024 0.043* -0,528 0,279

Quanto a quantidade de alimento artificial ingerido (mg), a andlise de

covariancia (ANCOVA) demonstrou diferenca significativa apenas para Balloniscus

em relagdo ao peso inicial dos animais, mas sem efeito em conjunto do teor de

flavonoide presente nos discos de papel (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de F e p da Analise de Covaridncia (ANCOVA) da influéncia na quantidade de
alimento ingerido pelos individuos das trés espécies de isopodos terrestres referentes a
concentragdo de flavonoide presente no alimento artificial e ao peso inicial dos animais. * indica

diferenca estatistica.

Espécie Tratamento F r

Concentracio 1.995 0,125

Armadillidium vulgare
Peso inicial 0,014 0,905
Concentracio 1.030 0,387

Balloniscus glaber
Peso inicial 5,284 0,025*%
Concentracio 0,518 0,672

Benthana picta
Peso inicial 0,084 0,773
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DISCUSSAO

Os resultados quanto a distribuicdo de individuos de biomassa semelhante
em todos os tratamentos e réplicas confirmaram, para as trés espécies aqui
utilizadas, que as informac¢des nao carregam influéncia de tamanho corporal nas
taxas de consumo e quantidade de alimento ingerido entre esses parametros. Para
isépodos terrestres, classes distintas de tamanho (indiferente de estarem ou nao
relacionadas a idade ou a divisdo de coortes) podem apresentar diferengas no
comportamento alimentar (Vilisics et al. 2012). Isso se deve a distingdo anatomica
das pecas bucais entre um adulto e um juvenil (por exemplo) frente a um mesmo

alimento oferecido (Schmalfuss 2008).

Quanto a ingestdo do alimento artificial, os maiores valores foram
apresentados por Armadillidium em todos os tratamentos. Porém quando as taxas
de consumo sdo comparadas entre as espécies, Benthana mostrou valores
equiparados aos de Armadillidium, também em todos os tratamentos.
Armadillidium é a espécie mais robusta dentre os isépodos testadas, visto os
maiores valores de biomassa dos animais. Neste caso, um maior consumo era
esperado para os volvacionais, jA que a ingestao de uma quantidade maior de
alimento é a logica proporcional ao tamanho corporal de artrépodos, também
relacionada a demanda metabdlica (Reichle, 1968). Além disso, possiveis
empecilhos fisicos do alimento artificial podem ter sido superados pela resisténcia
das pecas bucais de Armadillidium, visto que ha registro da espécie utilizando
sementes de constituicdo mais rigida como item alimentar (Saska 2008). Porém,
Balloniscus exibiu a menor ingestao e as menores taxas de consumo, mesmo que o
incremento de massa corporal tenha sido intermedidrio as outras duas espécies

utilizadas nos experimentos.

Considerando o comportamento de aderentes, a sua procura por alimento
nas UE's provavelmente foi menor do que a de volvacionais e corredores, pois
isopodos terrestres podem sobreviver por muito tempo sem alimento (Donker
1992). Entretanto, essa possivel resisténcia até o inicio da ingestdao do alimento
artificial pode ter atingido um nivel subletal e, consequentemente, os animais

ingeriram o material disponivel na UE. Mesmo que o0 acesso aos discos tenha sido
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igual para todas as espécies, corredores (Benthana) indubitavelmente tem maior
potencial de exploracdo do espago interno disponivel nas UEs, e com maior agilidade
(Schmalfuss 1984). Além disso, o maior nivel de atividade de Benthana demanda
maior energia (Leclercq-Dransart et al. 2019). Portanto, mesmo que sem destaque
de distingdo estatistica nos dados apresentados pelas trés espécies o
comportamento esperado para cada grupo ecomorfolégico seguiu o padrdo da

primeira hipétese levantada no presente trabalho.

Em relacao as concentragdes distintas de rutina oferecidas aos animais, foi
possivel perceber que para as trés espécies houve um maior consumo na dose mais
baixa (Armadillidium e Balloniscus) e no tratamento controle (Benthana), embora
ndo ter apresentado diferenca significativa tanto pela comparacdo das taxas entre
os tratamentos, como também contrastando a biomassa média de alimento artificial
ingerido. O Unico cenario em que esses parametros exibiram destaque significativo
foi em relacdo a quantidade de alimento ingerido dependente da biomassa inicial
dos iso6podos para PBalloniscus (covaridvel ao fator principal das distintas
concentracdes de rutina na ANCOVA). Contudo, para essa espécie outros
parametros analisados nao exibiram relacées de dependéncia. Para Armadillidium
se tem registro de que a espécie compensa a baixa digestibilidade de alimentos
aumentando seu consumo, dependendo dos indicios de compostos impalataveis
ainda presentes na fonte alimentar (Rushton & Hassall 1983, Abelho & Molles 2009,
Pey et al. 2018). Fato semelhante ocorreu com Benthana cairensis Sokolowicz,
Araujo & Boelter, 2008 (corredor) onde a serapilheira de Syzygium cumini (L.)
Skeels (Myrtaceae) e de Syzygyum jambos (L.) Alston (Myrtaceae) tiveram menores
taxas de consumo possivelmente pelos maiores teores de compostos secundarios
apresentados (Boelter et al. 2009). Catalan et al. (2008) apontaram esse
comportamento também para Porcellio laevis Latreille, 1804 (aderente), assim
como Wood et al. (2012) inferiram que Balloniscus sellowii (Brandt, 1833)
(aderente) utilizam flavonoides presentes na serapilheira como pardmetro
alimentar. Além disso, os isGpodos podem ter o habito de ingerir certa faixa de
flavonoides com a finalidade de utilizd-los como antioxidante, assim como
observado por Johnson & Felton (2001) e Wood et al. (2012). A maior quantidade e

taxa de alimento consumido na concentracdo mais baixa ou nula pode ser
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interpretada como uma alternativa de comportamento para maximizar a ingestao
de um nutriente/composto requerido, o que corrobora com a terceira hipdtese do

presente estudo.

As maiores taxas de crescimento apresentadas por Armadillidium, mesmo
sem diferenca estatistica significativa, mostraram que a ingestdo de alimento
artificial com concentragdes distintas de rutina segue um padrao no incremento de
massa apds cinco dias de experimento. Porém, essa influéncia é inversamente
proporcional as doses do flavonoide oferecido nos discos para os animais. Embora
a quantidade de alimento ingerido e o incremento de biomassa tenha sido
estatisticamente relacionada somente para a concentracao de 0,3 mg/ml no
experimento com Armadillidium, os outros tratamentos mostraram tendéncia a
corroborar com essa associa¢ao entre ambos os parametros, inclusive o tratamento
controle. Curiosamente, Lavy et al. (2001) mencionam que a biomassa de individuos
que se alimentaram de fonte alimentar rica em nitrogénio aumentou
significativamente. Entretanto, Faberi et al. (2011) demonstrou que a taxa de
crescimento de individuos adultos de Armadillidium depende da dieta, mas ndo esta
associada ao nivel de nitrogénio. No presente estudo, relacdo semelhante a de
Armadillidium ocorreu com Benthana, no entanto a variacao de biomassa animal
significativa foi mostrada apenas no tratamento controle, enquanto que correlacao
significativa foi demonstrada para as concentra¢des de 0,3 mg/ml e 0,9 mg/ml.
Mesmo sem destaque estatistico para as taxas de crescimento, Benthana exibiu um
aumento gradativo a medida que se aumentavam as doses de flavonoide. O
crescimento de Balloniscus se mostrou intermedidrio as outras duas espécies, se
aproximando de zero. Esse fato é confirmado pelos dados de variacdo de biomassa
inicial e final, no qual essa espécie ndo apresentou resultados significativos para
nenhuma das concentragdes de rutina ou tratamento controle. Para outro aderente,
Porcelio scaber (Latreille 1804), Lavy et al. (2001) observaram fato semelhante,
sem relacdo da dieta nas taxas de crescimento do individuo. Consequentemente, em
relacdo a hipdtese Il deste estudo, os resultados seguiram um perfil aparentemente
inverso para corredores, pouco significativo para volvacionais e sem relacao para

aderentes.
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No ambiente natural, apds a ingestao da serapilheira a concentragdo da
maioria dos metabdlitos secundarios diminui substancialmente, indicando que
esses compostos sdo prontamente digeridos e assimilados (Gillon & David 2001,
Rawlins et al. 2006). Contra a intoxica¢do alimentar, isépodos podem ter o habito de
alternar as fontes alimentares (Glendinning 2007). Varia¢cdes na composicdo
quimica da serapilheira devido a decomposi¢ao natural aumentam a palatabilidade
para esses detritivoros, visto que o conteddo fendlico diminui com a senescéncia
foliar, com a agdo de microrganismos e pela lixiviagdo (Zimmer 1999, Zimmer 2002,
Wood etal. 2012). Simmonds (2001) mostrou que insetos podem ser estimulados a
ingerir folhas com determinada concentragao de rutina, além de utilizar diferentes
quantidades do flavonoide para seu corpo e asas. Em contraponto, ja foram
registrados padroes de deterréncia alimentar para outros invertebrados em relagdao
a estas substancias, uma vez que esses compostos fazem parte das defesas quimicas

das plantas contra herbivoria e patégenos (Oberdorster et al. 2001).

A maioria dos trabalhos apresenta dados sobre o contetido de fendlicos
totais (em diferentes concentragdes para a andlise de repeléncia pelos animais) e de
lignina (em relacdo a resisténcia) (Graca & Zimmer 2005), além de averiguar a
capacidade de taninos de se ligar e precipitar proteinas, e de inibir reacdes
catalisadas por enzimas (Graca & Barlocher 2005). A abordagem de mais estudos
em relacdo ao isolamento de determinados flavonoides, bem como de outros
compostos fendlicos, se faz ainda necessaria, pois diferentes formacoes vegetais
constituem distintos tipos de serapilheira no assoalho florestal, o que influencia a
palatabilidade desse material por detritivoros e, consequentemente, afetam o
comportamento e o fitness desses organismos (Sousa et al. 1998, Lardies et al. 2004,
Loureiro et al. 2006). Conhecer cada vez mais as estratégias de desempenho
alimentar de detritivoros esclarece como as espécies interagem com as
propriedades quimicas de seus itens alimentares e como afetam as populagdes em
longo prazo (van Gestel et al. 2018), principalmente das diferentes regides do
mundo. Além disso, ha a possibilidade de inferir modelos experimentais para planos
ambientais de remocao fisica de serapilheira (decomposi¢do natural), contribuindo

para os servigos ecossistémicos do solo (Heemsbergen et al. 2004).
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De acordo com os resultados levantados pelo presente estudo, foi possivel
observar que, mesmo ocupando o mesmo nicho em diversos cendrios naturais, os
diferentes grupos ecomorfolégicos de isdpodos terrestres podem sofrer diferentes
influéncias fisiolégicas frente distintas concentracées de um flavonoide especifico.
Essa diversidade de resposta exibida pelas trés espécies refor¢a a necessidade de
estudos que investiguem as consequéncias da ingestdo de outros flavonoides por
outras espécies Neotropicais de is6podos, isolados ou em conjunto a outros fatores,
bem como em utilizar mais concentracdes relativas ao conteudo de fenodlicos

presentes na serapilheira de espacos naturais.
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CAPITULO 4

Is6podos terrestres (Isopoda, Oniscidea) e dleo essencial de
Eucalyptus saligna (Myrtaceae): aspectos sobre sobrevivéncia e

selecao de abrigos
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RESUMO

Oleos essenciais sio metabdlitos secundarios vegetais, caracterizados por sua alta
volatilidade e por sua composicdo aromatica. Possuem a importante funcao de
repeléncia contra invertebrados fitéfagos, principalmente insetos. Varios sdo os
efeitos negativos observados para esse grupo, porém pouco se sabe quais sdo as
consequéncias para outros taxons, como os isopodos terrestres. Recentemente foi
observada a presenca desses individuos em abundancia em monocultura de
Eucalyptus saligna. Sabe-se da baixa qualidade da serapilheira dessa espécie vegetal
como fonte alimentar para isopodos, e a rigidez das suas folhas dificulta a sua
ingestdo por esses detritivoros. O presente trabalho objetivou registrar a
sobrevivéncia de trés grupos ecomorfologicos distintos (vol/vacionais, corredores,
aderentes) de isopodos terrestres frente a doses gradativas de dleo essencial de £
saligna, individualmente e em maiores densidades de individuos, com/sem acesso a
uma fonte alimentar, além de observar padrdes na dinamica de ocupagdo/selecao
entre abrigos neutros e expostos ao dleo essencial, em grupo e individualmente.
Quatro experimentos foram conduzidos para responder a essas questdes. A
presenca de alimento demonstrou ser um fator mais significante do que a dose de
6leo em que os isépodos sdo expostos (Armadillidium vulgare - volvacional), assim
como foi observado que os individuos em maiores densidades sobrevivem por mais
tempo, independentemente da quantidade do volatil (At/antoscia floridana -
corredor, e A. vulgare). Individualmente, Benthana picta (corredor) ocupou, em
média, os abrigos expostos ao 6éleo por mais tempo, Balloniscus glaber (aderente)
os abrigos controle (H20 destilada) e A. vulgare foi indiferente. Em grupo,
corredores, volvacionais e aderentes se abrigaram por mais tempo (em média) nos
abrigos controle. Os atributos morfoldgicos e, por consequéncia, o perfil fisiolégico
de cada grupo refletem nos resultados obtidos, os quais se referem a disparidade na
espessura da cuticula, estratégias antipredatoérias distintas e diferentes niveis de
sensibilidade a estimulos quimicos do ambiente em que as espécies sao inseridas.

Palavras-chaves: Metabdlitos secundarios, repeléncia, detritivoros, experimento,
volatil.
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INTRODUCAO

Oleos essenciais sio misturas complexas de metabolitos secundarios
volateis de grande destaque dentre os produtos naturais das plantas (Nerio et al.
2010). Geralmente sdo encontrados na fase liquida na temperatura ambiente,
volatilizam sem decomposicdo e sdo facilmente afetados por fatores abidticos
(Isman 2000, Mauchline et al. 2005, Miresmailli & Isman 2006, Bakkali et al. 2008).
Esses volateis podem ser obtidos de diversas partes das plantas, como raizes,
sementes e folhas (Ohmart & Edwards 1991, Batish et al. 2008, Puvaca et al. 2019).
Muitos sao os métodos de obtengdo de 6leos essenciais, como a destilagdo com vapor
ou em agua, ou ainda com extragao utilizando solventes volateis (Williams 1996). A
diversidade de odores provenientes das plantas é consequéncia direta da
composicdo variada de seus 6leos essenciais e seus principais componentes sdo os
monoterpenoides, sesquiterpenoides e arilpropanoides (Batish et al. 2008, Bakkali
et al. 2008, Ohara et al. 2010). Aproximadamente 17.500 espécies de plantas
possuem Oleos volateis, e a grande maioria pertence as familias Myrtaceae,
Lauraceae, Lamiaceae, Verbenaceae e Asteraceae (Regnault-Roger et al. 2012). Pelo
menos 10% dos tipos conhecidos de 6leos tem importancia econémica (Nerio et al.

2010).

Os o6leos essenciais estdo envolvidos na sinalizacdo quimica dos vegetais
(Park & Tak 2016). Alguns podem ter efeitos fitotoxicos, reduzindo as taxas de
germinacao e crescimento de outras plantas (Scrivanti et al. 2003, Azirak & Karaman
2008, Louppe et al. 2008). Em interagdes com animais, fungos e bactérias, 6leos
essenciais assumem a fungao de protecdo contra uma gama variada de herbivoros e
patégenos (Park & Tak 2016). Dentre estes, os artropodos fitofagos sao os principais
alvos dessa relacao (Ohmart & Edwards 1991, Anderson & Coats 2012, Asbahani et
al. 2015). Para insetos, por exemplo, os monoterpenos de 6leos essenciais tém acao
neurotoxica, bloqueando neurotransmissores (Regnault-Roger 1997, Isman &
Machial 2006). Outros metabolitos relacionados a 6leos podem afetar o crescimento
de artropodos em diferentes estdgios de vida, impossibilitando a producao de
hormoénios relacionados a muda (Tarelli et al. 2009, Regnault-Roger et al. 2012).

Invertebrados com carapaca cerosa ou que possuem cuticula fina geralmente
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morrem por perda excessiva de agua ao entrarem em contato com 6leos (Alexenizer

& Dorn 2007, Gillilan 2012).

Os efeitos dos Oleos essenciais podem ser também descritos como
bloqueadores das enzimas digestivas, causando distirbios alimentares em
organismos fitéfagos (Tarelli et al. 2009). A respeito desse ultimo fato, 6leos
essenciais sdo bastante empregados no controle de pragas em planta¢des e de
produtos em armazenamento de larga escala (Sara¢ & Tung¢ 1995, Isman 2006,
Padin et al. 2013, Miresmailli & Isman 2014). Também sao comercializados como
repelente de insetos (Curtis et al. 1989). Embora os 6leos essenciais sejam efetivos
contra esses organismos, seus efeitos de repeléncia podem se dissipar rapidamente
devido a sua alta volatilidade (Trongtokit et al. 2005). Muitos sdo os estudos que
abrangem os possiveis efeitos de distintos compostos volateis na repeléncia contra
diferentes taxons de invertebrados (Landolt et al. 1999, Zhu et al. 2001, Koschier &
Sedy 2003, Lori et al. 2005, Isman 2006, Cheng et al. 2007, Choochote et al. 2007,
Goel etal. 2007, Anderson & Coats 2012).

As espécies de Eucalyptus (Myrtaceae), género nativo da Oceania, figuram
entre as plantas mais estudadas quanto as caracteristicas do seu 6leo essencial. Esse
fato se justifica pelo seu alto grau de adaptacdo em diversos habitats, ao seu
crescimento rapido, ao grande valor econémico da sua madeira e, principalmente,
pela sua diversidade de espécies (Pinto et al. 2004, Lopes et al. 2007, Garlet et al.
2009, Soares et al. 2010, Iba 2015). No Brasil, a eucaliptocultura ocupa
aproximadamente 3,5 milhdes de hectares (Valverde et al. 2007). Devido a
crescente expansao desse plantio, as florestas nativas e areas de campos nativos tém
sido ameacadas (Lopes et al. 2007). O cultivo intenso de eucalipto desencadeia a
deplecdo de nitrogénio no solo, o que exige o manejo baseado no uso de fertilizantes
para o equilibrio da proporg¢do C:N, afetando diretamente organismos edaficos
(Forrester et al. 2006, Laclau et al. 2008, Gongalves et al. 2008). Em relacao as
consequéncias para a fauna de solo, monoculturas de eucalipto podem causar fortes
impactos na diversidade, riqueza e distribui¢do de espécies (Inderjit & Mallik 1997,

Ashagrie et al. 2005).

Para os detritivoros, a influéncia de 6leos essenciais ocorre a posteriori em
relacdo aos organismos herbivoros (insetos fitéfagos, por exemplo), pois os
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parametros que tangem esse nicho dependem das condic¢des fisicas da serapilheira
e do grau de concentracdo dos compostos secundarios remanescente no material
organico depositada no assoalho florestal (Inderjit 1997, Ashagrie et al. 2005). As
folhas que caem no solo vao perdendo sua integridade e, assim, a lixiviacdo é
facilitada. Esse processo libera os produtos do metabolismo secundario e,
consequentemente, acumula esses compostos nas camadas mais superficiais do
sistema solo-serapilheira. Isso é o que acontece com taninos e fenélicos soluveis, por
exemplo, que apesar de terem alta volatilidade podem ter sua influéncia no folhico
do solo prolongada por serem hidrofébicos, ou por estarem presentes na forma de
vesiculas de 6leo (Bernhard-Reversat 1993, Louzada et al 1997, Bernhard-Reversat
et al. 2003). Além disso, o 6leo de algumas espécies de Eucalyptus é conhecido por
influenciarem o crescimento de fungos e bactérias (Canhoto & Graca 1999, Behera
& Sahani 2003), podendo ocasionar efeitos diversos no consumo da serapilheira por

alguns detritivoros.

[sbpodos terrestres (Isopoda, Oniscidea) sdo detritivoros com grande
representatividade na decomposicdo da matéria organica e ciclagem de nutrientes
do solo (Zimmer et al. 2003, Quadros & Araujo 2008, Wood et al. 2012). Sao
classificados em grupos ecomorfoldgicos, os quais sdo baseados no comportamento
antipredatorio das espécies e refletem principalmente as caracteristicas
morfologicas dos individuos. Tatuzinhos classificados como volvacionais
apresentam a cuticula espessa e antenas curtas, além de um corpo robusto com
maior prote¢do contra variagdes ambientais. Oniscideos do grupo dos aderentessao
mais achatados dorso-ventralmente, conseguem aderir ao substrato com firmeza
através de suas pernas, o que protege suas partes mais delicadas (ventre) de
predadores e contra a perda de agua para o ambiente. Ja os corredores possuem
longas antenas e cuticula mais fina em relagdo aos grupos anteriores, tornando-os
mais sensiveis as alteragcdoes do ambiente, e em circunstancias de ameaga partem em

retirada com agilidade (sensu Schmalfuss 1984, Hornung 2011, Csonka et al. 2013).

Nao diferente dos outros grupos de artrépodos edaficos, a ocorréncia de
isopodos na serapilheira de determinados cenarios naturais depende do nivel de
metabolitos secundarios vegetais presentes nesses microambientes (Reis et al.

2018). Em relagdo a interacdo entre oniscideos e Eucalyptus, sabe-se que a
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serapilheira desse género nao é uma boa fonte alimentar para tatuzinhos-de-jardim
devido a baixa qualidade nutricional e a dureza de suas folhas (Zimmer et al. 2005,
Loureiro et al. 2006). Porém, recentemente foi observada elevada abundancia de
isépodos terrestres em um cultivo comercial de Eucalyptus saligna Sm., bem como
em uma area florestal do perimetro urbano com presenca significativa dessa espécie

vegetal (dados ndo publicados).

Levando em consideracdo o potencial repelente de espécies de Eucalyptus
para artrépodos de solo e a diversidade de caracteristicas morfologicas, fisioldgicas
e comportamentais de trés espécies de trés distintos grupos ecomorfoldgicos
(sensu Schmalfuss 1984) de is6podos terrestres (Wood et al. 2017, Kenne et al.
2019, Pezzi et al. 2019), o presente trabalho teve como objetivos: I) Avaliar a
sobrevivéncia de tatuzinhos-de-jardim frente diferentes doses de 6leo essencial de
Eucaliptus saligna, em grupo e individualmente, com/sem acesso a uma fonte
alimentar; e II) observar padrdes na dinamica de ocupacdo e selecdo de abrigos

neutros e expostos ao 6leo essencial, em grupo e individualmente.

As hipoteses deste estudo se baseiam nos diferentes niveis de sensibilidade
que cada espécie de isopodo de cada grupo ecomorfolégico pode apresentar nos
diferentes cenarios testados. Esperou-se que: isopodos com acesso a fonte alimentar
apresentassem maiores taxas de sobrevivéncia no periodo de observacgao (Hipétese
[); que o efeito negativo do dleo essencial de eucalipto é relacionado com a
densidade de isépodos, sendo grupos de individuos da mesma espécie mais
resistentes as maiores concentracdo do composto. (Hipotese II); volvacionais
exibissem maior resisténcia as maiores doses de 6leo de E. saligna devido a sua
maior robustez em relacdo a espessura da cuticula do exoesqueleto (Hipotese III);
abrigos expostos ao 6leo seriam os menos ocupados pelos is6podos (Hipotese [V); e
os perfis de selecao e estabilidade nos abrigos teriam resultados dos testes

individuais similares as analises em grupo (Hipdtese V).
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MATERIAL & METODOS
Espécies de isépodos terrestres e grupos ecomorfoldgicos

Quatro espécies de isépodos terrestres foram utilizadas nos diversos
experimentos do presente estudo, as quais representaram trés grupos
ecomorfologicos  distintos:  Armadillidium  vulgare  (Latreille,  1804)
(Armadillidiidae) (volvacional), PBalloniscus glaber Araujo & Zardo, 1995
(Balloniscidae) (aderente), Benthana picta (Brandt, 1833) (Philosciidae)
(corredor) e Atlantoscia floridana (van Name, 1940) (Philosciidae) (corredor). Para
fins de minimizar equivocos em relagcdo aos nomes das espécies elas serao referidas

através do género taxondmico.

Os espécimes de Benthana foram coletados no Parque Henrique Luiz
Roesler, na cidade de Novo Hamburgo, RS, Brasil (29°41’15”S, 51°06’35”0). Ja os de
Atlantoscia foram obtidos no Campus do Vale da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) (30°04°07”S, 51°07°10”0). Tanto os espécimes de
Balloniscus e de Armadillidium foram coletados em dois locais: em uma area
residencial da zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil (30°12°30”S, 51°10’12”0) e
também no Campus do Vale da UFRGS. Em laboratério todos os isépodos foram
mantidos em ambiente de cultivo com temperatura e fotoperiodo controlados (18
+ 12C e 12:12, respectivamente) e serapilheira do local de origem, além de discos

de batata como fonte alimentar adicional.

Todos os animais utilizados nos experimentos passaram por aclimatagao
antes do inicio de todas as observacdes (ver detalhes na secdo de cada teste). A
utilizacao de duas espécies do grupo ecomorfolégico corredorse justifica pela maior
abundancia de Atlantoscia na natureza, porém Benthana apresenta tamanho e

resisténcia maior para manutenc¢do em laboratério (observagao pessoal).

Oleo essencial de Eucalyptus saligna

0 ¢6leo essencial de E. saligna utilizado nos experimentos foi obtido a partir
de folhas secas da serapilheira originaria de um plantio localizado no municipio de

Eldorado do Sul, RS, Brasil (30°11°02”S 51°37°14”0), pertencente a empresa CMPC
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Celulose Riograndense. A extracao do 6leo foi através da técnica de destilagcdo por
arraste a vapor, a partir de 5 kg de folhas e utilizando um extrator de inox com uma
taxa de fluxo de 3 L/h por 1 hora, com rendimento de 0,56% (peso/volume).
Pequenas quantidades de sulfato de s6dio anidro foram adicionadas dentro do
frasco com 6leo essencial para eliminar residuos de 4gua acumulada. Ao entrar em
contato com o sulfato, a 4gua se solidificava, e entdo o 6leo essencial foi retirado do
frasco. Apos esse processo, 6leo foi armazenado em ultrafreezer (-80°C). Toda essa
metodologia de extracdo foi realizada no Laboratério de Extracdo de Oleos

Essenciais da Universidade de Caxias do Sul (Silva et al. 2017).

Sobrevivéncia em diferentes microcosmos
Experimento 1: Oleo Essencial x Disponibilidade de Alimento

Primeiramente, a sobrevivéncia de Armadillidium foi observada por meio
de testes de exposicdo continua a trés doses distintas de dleo essencial de £. saliga
(0,5ul; 1pl e 1,5ul; e mais um tratamento controle com dgua destilada) e quanto a
disponibilidade de alimento (presente/ausente). Quarenta e oito is6podos foram
mantidos individualmente em placas de Petri (9 x 2 cm), totalizando em seis réplicas
por combinacdo dos fatores “quantidade de 6leo” e “disponibilidade de alimento”. O
alimento disponivel foi dois discos foliares de 1 cm de diametro de Machaerium
stipitatum (DC.) Vogel (Fabaceae), espécie vegetal considerada fonte adequada de

nutrientes para isépodos terrestres (Quadros et al. 2014).

As doses de 6leo foram aplicadas em pequenas por¢des de algodao fixadas
na parte interna da tampa das placas de Petri, evitando, assim, que os animais
entrassem em contato direto com o 6leo. As placas foram vedadas com papel filme
para evitar que o 6leo se difundisse para fora dos microcosmos, e mantidas em sala
de cultivo com fotoperiodo e temperatura controlada (12:12 e 18 + 1°C,
respectivamente). Os isopodos foram acondicionados sem alimento dois dias antes
do inicio dos experimentos. A sobrevivéncia foi observada diariamente pelo periodo
de 15 dias. Os registros de quantidade de dias vivos foram analisados através de
curvas de Kaplan-Meier e teste de Log-Rank (Mantel-Cox) (a<0,05). A diferenca
entre o ndmero de sobreviventes referente ao fator de presenca/ auséncia de

115



alimento nas placas ao final do experimento foi comparada pelo teste nao-

paramétrico de Mann-Whitney (a<0,05).

Experimento 2: Oleo Essencial x Densidade de Isépodos

Nesse ensaio, as doses de 0leo essencial administradas foram modificadas
para 1ul e 2ul (além do controle) e todas as placas passaram a ter disponibilidade
de alimento (dois discos de M. stipitatum por animal). Foram utilizados 168
espécimes de Armadillidium, distribuidos em oito réplicas para cada combinac¢do do
fator “quantidade de 6leo” e “densidade de isépodos” (1 ou 6 individuos). As
condicoes de aclimatacdo pré-experimento, sala de cultivo e observacdo durante os
15 dias de testes foram as mesmas do experimento anterior. A sobrevivéncia foi
descrita através de curvas de Kaplan-Meier e teste de Log-Rank (Mantel-Cox)
(a<0,05). O tempo de sobrevivéncia entre a combinacdo dos dois fatores foi
comparado através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste de

Dunn para diferencas significativas («<0,05).

Experimento 3: Aumento de dose de Oleo Essencial para Corredores e

Volvacionais

Uma terceira etapa foi desenvolvida na investigacdo desses parametros.
Porém, as quantidades de 6leo de E. saligna foram ajustadas novamente, para 2ul e
4pl. Duas espécies de isépodos foram testadas neste ensaio: Atlantoscia e
Armadillidium. Para a primeira espécie foi observada a sobrevivéncia individual dos
animais (N=30, 10 réplicas para cada dose de 6leo administrada e para o tratamento
controle) e em grupos de 10 isépodos por placa (N=150, cinco réplicas por dose de
0leo e controle). Para a segunda espécie foram utilizadas oito réplicas por
tratamento, com cada placa de Petri contendo apenas grupos de oito individuos
(N=192). O experimento manteve as mesmas condi¢des que o anterior quanto a
aclimatagao, disponibilidade de alimento, sala de cultivo e periodo de observacgao
dos animais. O registro didrio da sobrevivéncia das duas espécies gerou curvas de
Kaplan-Meier, as quais foram analisadas pelo teste de Log-Rank (Mantel-Cox)
(a<0,05).
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Influéncia de dleo essencial na selecdo e ocupacado de abrigos (Experimento 4)

Os dados da selecdo e da ocupagdo dos abrigos pelos isépodos foram
obtidos através de filmagens da movimentacao dos animais em arenas, registradas
por aproximadamente 25 minutos. As gravagdes foram realizadas da parte de cima
com camera fotografica SONY Cyber-shot 12.1Mp posicionada a 50 cm de duas
arenas por vez. Os videos foram gravados em sala de cultivo a 22 + 1°C no escuro,
apenas com a iluminacao de uma lampada LED A55 8W sobre as arenas (a 60 cm)
no momento da filmagem. As arenas consistiram em recipientes plasticos
transparentes de 10 x 21,5 x 30,5 cm (altura x largura x comprimento), com um
tampao de vidro (~60 x ~50 cm) recobrindo ambas. As arenas foram posicionadas

sobre papel oficio A3 com demarcagdes de regides de transi¢des (Figura 1).

30,5 cm

. 21,5cm

D Regido neutra

. Regido com 6leo essencial de E. saligna
. Regido controle

. Ponto inicial de soltura

’ ‘ Abrigo

Figura 1. Representa¢ido esquemadtica da vista superior das arenas de observagio do experimento de
sele¢do e ocupagdo de abrigos exposto e ndo-exposto ao 6leo essencial de Fucalyptus saligna.
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Em cada arena foram colocados dois abrigos em posi¢cdes opostas nas
bordas mais distantes. Cada abrigo foi confeccionado a partir de papel aquarela de
fibra de algoddo, de dimensdes 3 x 5 cm, dobrados ao meio. Na parte do “cotovelo”
interno do abrigo um filtro de cigarro biodegradavel (Papelito®) (6 mm de
didmetro e 15 mm de comprimento) foi fixado com fita dupla-face. Além disso,
embaixo de cada abrigo foi colocado um suporte de polipropileno (25 x 25 mm) para
comportar um disco de batata (18 mm de diametro x 5 mm de altura), o qual serviu

como atrativo alimentar para os individuos.

Neste experimento, foram utilizadas trés espécies de isépodos: Benthana
(N=56), PBalloniscus (N=56) e Armadillidium (N=56). Os animais foram
aclimatados em camaras sem alimento e individualmente por 48 horas antes dos
testes. Antes da realizagdo das filmagens, sete animais foram selecionados
aleatoriamente. Destes, um foi colocado individualmente na regidao central de uma
das arenas de testes, delimitada por um recipiente invertido de plastico
transparente (25 mm de altura e 50 mm de didmetro). O seis isdpodos restantes
foram agrupados e passaram pelo mesmo processo na outra arena. Enquanto os
animais se estabilizavam, um dos abrigos de cada arena recebeu uma dose de dgua
destilada na regido onde o filtro foi fixado. O abrigo oposto recebeu a dose de 6leo
essencial (2pul nas observagdes com Benthana, 3ul para Balloniscus e 4pl para
Armadillidium, quantidades validas também para agua destilada). Os animais foram
liberados logo em seguida a esse processo, assim como foi dado inicio a grava¢do na
camera e as arenas tampadas com o vidro. Esse procedimento foi repetido oito vezes

com cada espécie, até que os 56 individuos fossem filmados nas arenas.

0 periodo considerado para as andlises dos videos quanto aos parametros
de selecdo e ocupacao dos abrigos pelos isopodos se deu nos 900 segundos (15
minutos) apos o instante em que o primeiro individuo ultrapassou o limite da area
central (ponto de soltura) da arena. Nos testes com apenas um animal foram
registrados: o primeiro e o ultimo abrigo visitado, o numero de passagens por cada
abrigo e pela regido neutra, o tempo de cada transicdo de local, o abrigo mais
visitado, a visita de maior tempo continuo e em qual posicado, e o abrigo com maior
tempo total de ocupagdo. Para cada abrigo (Controle - com agua destilada - e com

6leo essencial) e para a area neutra, foram calculados o tempo total médio de
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permanéncia dos individuos, a propor¢do do tempo da maior visita no local em

relacdo ao tempo total de observacdo e a média de visitas totais.

0 tempo total médio foi comparado entre cada local da arena pelo teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis (a<0,05) para Benthana e por Andlise de Variancia
(ANOVA) (a<0,05) para Balloniscus e Armadillidium. Ja nas analises considerando
os estados “abrigado” e “ndo-abrigado” e também a preferéncia entre os dois tipos
de abrigos, foi utilizado o teste t-pareado (a<0,05). Este teste foi utilizado da mesma
forma para verificar diferenga estatistica quanto ao nimero total médio de visitas
entre os abrigos. Para a comparacao entre as propor¢des dos tempos médios da
maior estabilidade em cada area foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (a<0,05)
para Benthana e Balloniscus e ANOVA para Armadillidium, e novamente o teste t-
pareado acerca da analise considerando apenas os dois abrigos. Entre as espécies,
foi comparado o niimero de transi¢des entre as dreas da arena (correspondendo ao
grau de estabilidade dos animais nos abrigos ou no setor neutro) pelo teste de

Kruskal-Wallis (a<0,05).

Para o tratamento com seis coespecificos na arena foi contabilizada a
duracdo de cada um dos seguintes eventos de distribuicdo dos animais: maioria dos
individuos na area neutra, maioria no abrigo controle, maioria no abrigo com 6leo,
igualmente distribuidos (dois em cada abrigo e dois na regido neutra), igualmente
todos abrigados (trés no abrigo controle e trés no abrigo com 6leo), igualmente
distribuidos no controle e na area neutra, e igualmente distribuidos no abrigo com

Oleo e na area neutra.

A comparacdo entre os totais médios de duracdo dessas ocorréncias foi
através do teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (x<0,05). O mesmo
teste foi utilizado para verificar o grau de movimentagdo em grupo entre as espécies,
para a andlise da diferenca estatistica considerando apenas os eventos de
preferéncia de local na arena (area neutra, abrigo com 6leo, abrigo controle e
abrigos igualmente ocupados) e também na comparag¢do entre os eventos apenas
envolvendo os abrigos (maioria no controle, todos no controle, maioria no abrigo
com 6leo e todos no abrigo com 6leo) e, nesses casos, seguido do teste de Dunn
(a<0,05). Por fim, foi contabilizado o tempo total médio de ocupag¢do de cada um
dos dois abrigos disponiveis por pelo menos um individuo e comparado pelo teste
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t-pareado (a<0,05). As analises estatisticas foram realizadas nos Softwares Bioestat

5.0, Past 4.03 e IBM SPSS Statistics 18.0.

RESULTADOS
Sobrevivéncia, densidade de animais e disponibilidade de alimento

Nao foi observada diferenca estatistica quanto a sobrevivéncia de
Armadillidiumfrente as distintas doses do 6leo essencial de £. salignaadministradas
no primeiro experimento. Porém, o teste de Log-Rank (Mantel-Cox) apontou
significancia desse parametro em relacao a diferenca de disponibilidade de alimento
durante a exposicdo dos animais ao 6leo (Tabela 1), mesmo que todos os

tratamentos tenham exibido sobrevivéncia acima de 75% (alta) (Figura 2).

Tabela 1. Valores de Log-Rank (Mantel-Cox) para as curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e
significincia (p) do experimento com distintas doses de éleo de Eucalyptus saligna e quanto a
presenca/auséncia de alimento para Armadillidium vulgare. * indica diferenca estatistica (a<0,05).

Variavel Log-Rank (Mantel-Cox) yZ
Oleo 1,839 0,607
Alimento 5,28 0,022*
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Figura 2. Curva de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia de Armadillidium vulgare em diferentes doses
de 6leo essencial de Fucalyptus saligna do experimento 1.

Pelo teste de Mann-Whitney a frequéncia acumulada de individuos
sobreviventes ao final dos 15 dias de experimento diferiu entre os tratamentos
(Z=2,124 e p=0,034) (Figura 3). Dos Obitos registrados, apenas um ocorreu no
tratamento controle (com agua destilada) com acesso dos animais aos discos de M.

stipitatum, enquanto que o restante foi observado nas placas sem alimento.
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Figura 3. Frequéncia acumulada de sobreviventes de Armadillidium vulgare ao final de 15 dias de
experimento, por dose de dleo administrada e por tratamentos com e sem acesso a fonte de alimento
(discos de Machaerium stipitatum). Letras diferentes dentro das colunas de mesma cor indicam

diferenca significativa pelo teste de Log-Rank (Mantel-Cox) da curva de Kaplan-Meier. * acima das
colunas indica diferenc¢a estatistica pelo teste de Mann-Whitney (a<0,05).

Sobre o segundo experimento, novamente o diferencial estatistico ndo se
deu entre as doses de dleo essencial de £. saligna, mas sim quanto a densidade de

individuos nas placas (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de Log-Rank (Mantel-Cox) para as curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e
significincia (p) do experimento com distintas doses de 6leo de Eucalyptus saligna e densidade de
individuos de Armadillidium vulgare. * indica diferenca estatistica (a<0,05).

Variavel Log-Rank (Mantel-Cox) P
Oleo 4,025 0,134
Densidade de individuos 12,018 0,001*
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Foi observado que a propor¢do de isépodos vivos ao final dos 15 dias de
experimento foi proxima a 100% para os animais agregados, diferindo
estatisticamente dos que foram expostos individualmente ao dleo,
independentemente da dose (Figuras 4 e 5). Além disso, foi demonstrado que a
sobrevivéncia dos is6podos mantidos individualmente diminuiu a medida que se
aumentou a quantidade do 6leo nas placas (Kruskal-Wallis, H=23.84 e p=0.0002)
(Figura 6).
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Figura 4. Curva de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia de Armadillidium vulgare mantidos
individualmente por 15 dias em diferentes doses de dleo essencial de Eucalyptus saligna do
experimento 2.
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Figura 5. Curva de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia de Armadillidium vulgare mantidos em grupos
de seis individuos por 15 dias em diferentes doses de 6leo essencial de Eucalyptus saligna do
experimento 2.
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Figura 6. Tempo de sobrevivéncia médio em dias de Armadillidium vulgare por dose de 6leo
administrada e por densidade de individuos por unidade experimental do experimento 2. Letras
diferentes acima das colunas indicam diferenca significativa pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do
teste de Dunn («<0,05). Barras nas colunas significam + um erro padrio.
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Em contraponto, Atlantoscia apresentou diferencga estatistica quanto a
sobrevivéncia entre as doses de 6leo, tanto nos tratamentos em grupos de 10
individuos por unidade experimental como nas placas com apenas um animal

(Tabela 3).

Tabela 3. Valores de Log-Rank (Mantel-Cox) para as curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e
significancia (p) do experimento com distintas doses de dleo de Eucalyptus saligna e densidade de
individuos de Atlantoscia floridana. * indica diferencga estatistica (a<0,05).

Tratamento Log-Rank (Mantel-Cox) P
1 individuo 38,361 <0,001*
10 individuos 9,731 0,002*

No tratamento individual, a propor¢ao de animais vivos ao final de 15 dias
de experimento foi de 20% para ambas as quantidades de 6leo utilizadas (2l e 4ul)
(Figura 7), enquanto que para os isépodos observados em grupo a dose mais baixa

atingiu 20% e a mais alta 62% (Figura 8).
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Figura 7. Curva de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia de Atlantoscia floridana mantidos
individualmente por 15 dias em diferentes doses de dleo essencial de Eucalyptus saligna. Letras
diferentes mostram diferenca estatistica pelo valor de Log-Rank (Mantel-Cox (<0,05).
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Figura 8. Curva de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia de Atlantoscia floridana mantidos em grupo de

10 individuos por 15 dias em diferentes doses de 6leo essencial de Eucalyptus saligna. Letras
diferentes mostram diferenca estatistica pelo valor de Log-Rank (Mantel-Cox) (x<0,05).

Apesar da propor¢ao de sobreviventes ter sofrido um leve decréscimo em
relacdo ao experimento anterior, ndo foi observada diferencga estatistica ao aplicar
essas mesmas doses com grupos de oito individuos de Armadillidium (Log-Rank:
Mantel-Cox=0,277 e p=0,871). O tratamento controle exibiu o menor valor para
esse parametro (68%), e a maior dose do 6leo a maior sobrevivéncia (74%) (Figura

9).
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Figura 9. Curva de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia de Armadillidium vulgare mantidos em grupo
de oito individuos por 15 dias em diferentes doses de 6leo essencial de Fucalyptus saligna.

Selecdo e ocupacdo de abrigos

Para as trés espécies de is6podos terrestres foram registradas alternancias
de ocupacao entre os dois abrigos das arenas experimentais durante os 15 minutos
de observacdo. Nem sempre o primeiro abrigo visitado foi o mesmo em que o animal
se estabilizou no final, bem como o abrigo em que foi registrado o maior tempo total
ndo necessariamente foi no qual o individuo demonstrou maior tempo de

estabilidade (permanéncia continua) (Tabelas 4, 5 e 6).
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Tabela 4. Registro de observagdo dos abrigos selecionados pelos espécimes de Benthana picta
referentes aos parametros: 12 abrigo visitado, tiltimo abrigo visitado, abrigo como maior tempo total
de sele¢do, abrigo com maior niimero de visitas e abrigo com maior tempo de estabilidade continua.
C: Abrigo controle (2pul de 4gua destilada), O: Abrigo com 6leo de E. saligna (2pl), =: Sem preferéncia.

Individuo  1°visita Ultima visita :‘:2:;; ‘;’:f;fh o t;;?l‘l‘:j; 4
1 C C C C C
2 C 0 o = o
3 C 0 o o 0
4 C 0 o o o
5 o C C = C
6 o C C o C
7 C 0 o = 0
8 o C o o o
Total (C/O)  5/3 3/5 35 14 4/4

Tabela 5. Registro de observagio dos abrigos selecionados pelos espécimes de Balloniscus glaber
referentes aos parametros: 12 abrigo visitado, Gltimo abrigo visitado, abrigo como maior tempo total
de selegio, abrigo com maior niimero de visitas e abrigo com maior tempo de estabilidade continua.
C: Abrigo controle (3ul de 4gua destilada), O: Abrigo com 6leo de E. saligna (3ul), =: Sem preferéncia.

Individuo  1°visita Ultima visita t‘:ﬁ:;; v;ff;flo o t:;?lii‘;‘; ae
1 C C
2 0 C C C C
3 C C C C C
4 C C C C C
5 C C C C C
6 C 0 0 C 0
7 C 0 C C 0
8 0 C C 0 C
Total (C/O)  6/2 6/2 n n 6/2
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Tabela 6. Registro de observagdo dos abrigos selecionados pelos espécimes de Armadillidium vulgare
referentes aos parametros: 12 abrigo visitado, tiltimo abrigo visitado, abrigo como maior tempo total
de sele¢do, abrigo com maior niimero de visitas e abrigo com maior tempo de estabilidade continua.
C: Abrigo controle (4pl de 4gua destilada), O: Abrigo com 6leo de E. saligna (4pl), =: Sem preferéncia.

Individuo 1*visita Ultima visita ?::::;:; “‘;ﬁl;zo es t:l?llll::]; de
1 C C C C C
2 O O O O 0]
3 O C C = C
4 O O O o 0]
5 O C C o C
6 O O O O 0]
7 C 0] o = 0]
8 C C C C C
Total (C/O) 3/5 4/4 4/4 2/4 4/4

0 tempo total médio de permanéncia em cada abrigo e na regido neutra da
arena nao diferiu estatisticamente para nenhuma das trés espécies observadas
(Benthana: Kruskal-Wallis, H=3,813 e p=0,149; Balloniscus: ANOVA, F=2,804 e
p=0,083; Armadillidium: ANOVA, F=0,361 e p=0,702) (Figura 10). Porém, os dados
indicaram diferenca acerca do parametro entre os estados “abrigado e nao-

abrigado” dos animais e para a preferéncia entre um dos abrigos (Tabela 7).

Tabela 7. Valores de t e p para os Testes t-pareados comparando os tempos totais médios das trés
espécies de isopodos terrestres observadas durante 15 minutos em arenas com dois abrigos distintos.
* indicam diferenca estatistica nas categorias de andlise relacionadas (x¢<0,05).

Tempo total Tempo total abrigado
Abrigado X Area Neutra Controle X Oleo
Espécie t P t r
Benthana picta -17,958 <0,001* -1,161 0,265
Balloniscus glaber -3,165 0,007* 2,2 0,045%*
Armadillidium vulgare -1,788 0,095 0,195 0,848
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Benthana apresentou maior tempo total médio de 502,1 (+ 127) segundos
nos abrigos com 6leo essencial. Mesmo que a espécie tenha permanecido por mais
tempo abrigada durante as observacgdes, nao foi observada preferéncia significativa
entre os dois abrigos. Além de manter-se por mais tempo abrigados, Balloniscus
preferiu o abrigo com agua destilada (480,6 + 113,1 segundos). Em contraponto,
para Armadillidium foi observado um tempo total médio maior na regido neutra da
arena (nenhum abrigo) de 357,8 (+ 73) segundos, sem diferenca estatistica para

nenhuma das categorias de andlise desses dados.

Individual

* * n.s.

700 I.s. * n.s.
600 -

500 -

400 -

300 -

Tempo médio total (seg)

200

100 -

Benthana picta Balloniscus glaber  Armadillidium vulgare

BOleo OControle M Area Neutra

Figura 10. Tempo total médio (seg) de permanéncia em abrigos distintos e na regido neutra para as
trés espécies de isépodos terrestres observados individualmente em arenas durante 15 minutos.
Barras verticais nas colunas representam + erro padrdo. Chaves acima das barras indicam andlise de
preferéncia entre abrigos. Barras horizontais acima das colunas indicam andlise entre os estados
“abrigados e ndo-abrigados”. * indicam diferenca estatistica (a<0,05). n.s.: ndo significativo.
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O numero médio de visitas entre os abrigos ndo diferiu estatisticamente
para as trés espécies (Teste t-pareado, Benthana: t=-1,418 e p=0,178; Balloniscus:
t=1,576 e p=0,137; Armadillidium: t=-0,989 e p=0,34). Também nao foi observada
diferenca estatistica entre os maiores tempos continuos médios entre todas as areas
(Kruskal-Wallis, Benthana: H=5,279 e p=0.071; Balloniscus. H=4,58 e p=0,101;
ANOVA, Armadillidium: F=0,361 e p=0,706), assim como nao foi mostrada
disparidade nos dados comparando-se somente os abrigos (Teste t-pareado,
Benthana: t=-1,165 e p=0,264; Balloniscus. t=1,483 e p=0,16; Armadillidium:
t=0,470 e p=0,646). Em média, a maior duracdo de uma unica visita registrada
correspondeu aproximadamente a 50% (4 14,2) do tempo total (900 segundos) de
observacao no abrigo com o6leo essencial para Benthana. Para Balloniscus, esse
tempo atingiu 41,2% (% 13,6) no abrigo com agua destilada. Diferentemente da
analise referente a preferéncia de local na arena, Armadillidium ndao permaneceu o
maior tempo continuo na regido neutra, mas sim no abrigo com agua destilada, o
qual correspondeu em média a 28.6% (+ 11,5) dos 15 minutos de observagdo

(Figura 11).
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Figura 11. Proporg¢do do maior tempo continuo de permanéncia em cada regido da arena em relagio
ao tempo maximo de observagdo (15 minutos) de cada individuo de cada uma das trés espécies de
isépodo terrestres. Tragos horizontais em cada fileira vertical de pontos representam a média do
conjunto. C: Abrigo controle, com 4gua destilada, N: Area neutra, O: Abrigo com éleo essencial de E.
saligna.

O namero de alternancia de local na arena nao diferiu entre as espécies,
mostrando que tanto corredores, aderentes e volvacionais exploraram o espacgo e 0s
abrigos disponiveis de forma similar (Kruskal-Wallis, H=1,003 e p=0,606) (Figura
12).
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Figura 12. Numero de transigdes pelas distintas dreas demarcadas na arena para as trés espécies de
isépodos terrestres observadas. Tragos horizontais em cada conjunto de pontos indicam o niimero
médio de mudanga de local. Barras verticais indicam + erro padrao.

Considerando todas as possiveis alternativas de distribui¢do de individuos
na arena nos testes com seis individuos, o tempo total médio diferiu
estatisticamente para as trés espécies (Kruskal-Wallis, Benthana: H=23,886 e
p=0,0005; Balloniscus: H=27,229 e p=0,0001; Armadillidium: H=24,855 e
p=0,0004). Benthanae Balloniscus exibiram maior tempo permanecendo no abrigo
controle, com média de 368 (+ 107,3) segundos e 441,5 (+ 96,4) segundos (Figuras
13 e 14). Ja Armadillidium preferiu a regido neutra, exibindo média de 383,3 (£

106,9) segundos (Figura 15).
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Figura 13. Tempo total médio (seg) de ocorréncia de todas as alternativas possiveis de distribui¢do
dos seis individuos de Benthana picta na arena observados durante 15 minutos. Barras verticais nas
colunas representam * erro padrio. Letras diferentes acima das barras indicam diferenca
significativa pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn (2<0,05).
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Figura 14. Tempo total médio (seg) de ocorréncia de todas as alternativas possiveis de distribui¢do
dos seis individuos de Balloniscus glaber na arena observados durante 15 minutos. Barras verticais
nas colunas representam =+ erro padrdo. Letras diferentes acima das barras indicam diferenga
significativa pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn (a<0,05).
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Figura 15. Tempo total médio (seg) de ocorréncia de todas as alternativas possiveis de distribui¢do
dos seis individuos de Armadillidium vulgare na arena observados durante 15 minutos. Barras
verticais nas colunas representam + erro padrio. Letras diferentes acima das barras indicam
diferenca significativa pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn (a<0,05).

A exploracdo da arena demonstrou diferenca estatistica significativa entre
as espécies para as observacgdes em grupo (Kruskal-Wallis, H=7,682 e p=0,022). Em
média, o grupo de Benthana alternou mais de locais na arena (54,6 + 7,6 vezes),
seguido de Balloniscus (41,4 + 8,1 vezes) e Armadillidium (25 + 4,3 vezes) (Figura
16).
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Figura 16. Nimero de transi¢Ges pelas distintas areas demarcadas na arena para as trés espécies de
isépodos terrestres observadas em grupos de seis individuos. Tragos horizontais em cada conjunto
de pontos indicam o niimero médio de mudanga de local. Barras verticais indicam + erro padrao.
Letras diferentes acima de cada conjunto de pontos representam diferenc¢a estatistica entre as
espécies pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (x<0,05).

No que diz respeito a escolha direta dos distintos abrigos, as trés espécies
demonstraram resultados significativos (Kruskal-Wallis, Benthana: H=16,446 e
p=0,0009; Balloniscus: H=16,964 e p=0,0007; Armadillidium: H=17,072 e
p=0,0007). Balloniscus e Armadillidium exibiram maior tempo total médio de
permanéncia em maiores densidades de individuos no abrigo controle, com 613 (+
94,7) segundos e 647,1 (+ 89,4) segundos, respectivamente. Benthana nao
apresentou diferenca significativa entre os valores referentes ao abrigo controle em

comparacao ao com 6leo essencial (Figura 17).
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Figura 17. Tempo total médio (seg) de distribui¢do dos seis individuos das trés espécies de isépodos
terrestres na arena considerando a preferéncia entre os abrigos, observados durante 15 minutos.
Barras verticais nos pontos representam = erro padrio. Letras diferentes acima das barras indicam
diferenca significativa pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn (a<0,05).

Tempo médio total {(seg)

Considerando os momentos em que todos os individuos estdo abrigados,
Benthana e Balloniscus exibiram diferenca significativa (Kruskal-Wallis, Benthana:
H=9,737 e p=0,007; Balloniscus: H=14,374 e p=0,006). Apesar da andlise pos-hoc
(teste de Dunn) nao ter apontado diferenca entre o tempo médio total médio de
preferéncia entre os abrigos, ambas espécies exibiram maior densidade de
individuos presente no abrigo controle. Para Armadillidium, nao houve diferenca
estatistica (Kruskal-Wallis, H=2,382 e p=0,666), mesmo que a preferéncia dos
individuos pelo abrigo com 6leo essencial tenha sido nula, ocorrendo apenas em

iguais densidades ao abrigo controle (Figura 18).
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Figura 18. Tempo total médio (seg) de distribuigdo dos seis individuos das trés espécies de isépodos
terrestres na arena considerando a preferéncia entre os abrigos apenas nos momentos em que todos
estio abrigados, observados durante 15 minutos. Barras verticais nos quadrados representam % erro
padrao. Letras diferentes acima das barras indicam diferencga significativa pelo teste de Kruskal-
Wallis, seguido do teste de Dunn (x<0,05).

Entre os abrigos, o grau de ocupac¢ao durante os 15 minutos de observagdo
diferiu estatisticamente apenas para Armadillidium, apontando maiores densidades
de individuos nos abrigos com dgua destilada (Teste t-pareado, t=4,189 e p=0,004).
Mesmo demonstrando indicios de maiores tempos totais médios nesse mesmo
abrigo, Benthana e Balloniscus ndao exibiram valores significativos para esse
parametro (Teste t-pareado, Benthana: t=1,477 e p=0,183; Balloniscus: t=2,126 e
p=0,071).

DISCUSSAO

No presente estudo, foi possivel registrar variagdes do efeito do mesmo 6leo
para os representantes dos trés grupos ecomorfolégicos de isopodos terrestres, em
distintas quantidades e diferentes cenarios e periodos de exposicdao. Cada
experimento demonstrou os possiveis artificios morfolégicos, fisiologicos e
comportamentais disponiveis ao alcance dos animais para a adaptagdo que melhor

se adequasse a sobrevivéncia individual e em grupo.
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Os principais atributos que conferem os resultados quanto ao
comportamento observado para as trés espécies de is6podos terrestres no presente
estudo estdo diretamente relacionados a diversidade de caracteristicas quanto aos
seus 6rgdos dos sentidos. A cuticula de isépodos terrestres protege o animal de
estresses mecanicos externos e apresenta estruturas para receber e conduzir
informacgdes sensoriais (Seidl et al. 2011). Sensilas estdo distribuidas por todo o
corpo, além de quimiorreceptores presentes nas pecas bucais e nos sete pares de
pernas (Vandel 1960, Holdich & Lincoln 1974, Holdich 1984). As segundas antenas
aparentemente respondem aos compostos volateis presentes no ar (Hoese &
Schneider 1990, Schmalfuss 1998, Hansson et al. 2011). A percepgao desses sinais
pode ocorrer através da movimentacdo das antenas e/ou pelo toque (Hoese &
Schneider 1990). Sao por esses estimulos que os isopodos encontram alimento e
regulam a comunicacdo intraespecifica, transmitindo informag¢des quimicas sobre o

ambiente ao redor (Zimmer et al. 1996, Schmalfuss 1998, Hornung 2011).

A cuticula de Armadillidium é a mais espessa dentre as espécies utilizadas no
presente estudo, o que lhe confere maior protecdo contra predadores, baixa
permeabilidade e baixa perda de 4gua (Broly et al. 2015; Nako et al. 2018, Csonka et
al., 2018), além de ser altamente mineralizada (Hild et al. 2008), propiciando maior
resisténcia contra substratos abrasivos e materiais para marcac¢ao do exoesqueleto
(Kenne et al. 2019). As segundas antenas sdo mais curtas em comparacao aos
corredores e a maioria dos aderentes. Em todos os experimentos, Armadillidium
apresentou maior resisténcia (ou “indiferenca”) a exposicao de diversas doses do
6leo essencial de FE. saligna. Com acesso a uma fonte alimentar, nenhum dos
tratamentos com O6leo pareceu ter efeito na sobrevivéncia dos individuos no
primeiro experimento. Além disso, a espécie também nao exibiu preferéncia entre

os abrigos exposto e ndo exposto ao 6leo quando testados individualmente.

Ja corredores (Atlantosciae Benthana) possuem exoesqueleto mais fino, leve
e delicado, com maior permeabilidade e flexibilidade (Vittori & Strus 2014, Vittori
et al. 2016, Wood et al. 2017) e o segundo par de antenas é longo em relagdo ao
comprimento total do corpo (Schmalfuss 1984). Essas caracteristicas esclarecem a
alta sensibilidade de Atlantoscia para os resultados sobre a taxa de sobrevivéncia

frente a exposicdo de distintas doses do 6leo. Visto que a estratégia adotada por
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corredores em situagoes de incomodo € se afastar (dispersar) em alta velocidade
(Neues et al. 2007), o espaco interno das placas de Petri ndo permitiu que os
isopodos usufruissem desse artificio. Para outros grupos de artrépodos, ha registros
de observagdes desse mesmo padrao, indicando que o efeito de 6leos essenciais é
mais prejudicial para insetos de carapaca mole e corpo mais delicado, como o tripes
Frankliniella occidentalis (Thysanoptera, Thripidae), o pulgao-verde-do-
pessegueiro Myzus persicae (Hemiptera, Aphididae), e a mosca-branca-de-estufa
Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera, Aleyrodidae), do que em outros de
exoesqueletos mais rigidos (Isman 2000, Bostanian et al. 2005, Kimbaris et al. 2010,
Delkhoon et al. 2013, Park & Tak 2016). Quanto a selecdo de abrigos, ao contrario
da hipdtese levantada, Benthana ocupou por mais tempo total o local com 6leo
essencial nos testes individuais e ndo foi a espécie que mais se movimentou na
arena. A quantidade de 2pl de 6leo administrada para esses is6podos pode nao ter
o mesmo efeito de repeléncia observado para At/lantoscia,bem como provavelmente
o tempo de 15 minutos de observacdo ndo foi suficiente para gerar repulsa e

afastamento dos animais.

Balloniscus apresenta cuticula com espessura semelhante a de outros
aderentes (Hild et al. 2008) e o segundo par de antenas de tamanho intermediario
de volvacionais e corredores. Além disso, segundo Wood et al. (2017), tanto
Balloniscus como Atlantoscia exibem um tecido nervoso embaixo da cuticula que
pode estar relacionado a funcdo quimiossensorial, associados as sensilas do
exoesqueleto. A maior estabilidade de PBalloniscus nos abrigos sem 6leo
presumivelmente reflete ao habito comum de aderentes em situagdes que
representem perigo: aderir ao substrato favoravel e permanecer imovel (sensu
Schmalfuss 1984). Individualmente, Balloniscus foi a espécie que mais explorou a
arena do experimento e os espécimes se estabeleceram por um maior tempo no local
menos afetado pelo 6leo. Esse comportamento de aversdo observado para aderentes
se assemelha ao que acontece para a maioria dos artropodos estudados em testes
de repeléncia de compostos volateis de origem vegetal, como o gorgulho-do-milho
Sitophilus zeamais (Coleoptera, Curculionidae), o mosquito Culex pipiens (Diptera,
Culicidae) e o tripes-do-fumo 7hrips tabaci (Thysanoptera, Thripidae) (Ndungu et
al. 1999, Koschier & Sedy 2003, Erler et al. 2006).
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No experimento de selecdo e ocupacdo de abrigos em grupo de seis
individuos, as trés espécies exibiram tendéncia em permanecer por mais tempo nos
locais sem exposicdo ao volatil de £. saliga. Estes resultados divergiram do que foi
observado individualmente para Benthana e Armadillidium, indo de contraponto a
hipétese levantada para estes parametros. Mesmo que o tempo de observagdo ndo
tenha sido suficiente para os animais impregnarem as arenas com feromoénios de
agregacdo (presente nas fezes - Takeda 1980), a sinalizacdo para a formac¢do de um
nucleo de segregacdo distante do 6leo ocorreu. A comunicagdo entre os isépodos se
deu por outros meios, possivelmente pelo contato das antenas entre os individuos e
pela liberacdo de volateis indicativos de locais propicios para abrigo (Takeda 1989,
Loureiro et al. 2005). Dentre as vantagens do comportamento de agregacao de
isopodos terrestres esta a prote¢do contra fatores externos que podem penetrar
pela cuticula (Broly et al. 2013). Esse argumento também é valido para o maior
tempo de sobrevivéncia observado nos tratamentos de maior densidade de
isopodos quando comparados aos testes com apenas um individuo expostos a

mesma dose de 6leo essencial (Takeda 1984, Thiel 2011).

A disponibilidade de uma fonte alimentar adicional parece ser um fator
determinante para a sobrevivéncia de is6podos terrestres expostos ao Oleo
essencial de £. saligna. Em ambientes naturais, sabe-se que a presenca de oniscideos
em serapilheira de Eucalyptus spp. ndo se deve pelo condicionamento alimentar, ja
que a rigidez das folhas dificulta sua ingestdo, além da presen¢a de outros
metabolitos secundarios vegetais (Martins et al. 2013, Tonello et al. 2014).
Tatuzinhos-de-jardim que colonizam esse tipo de assoalho florestal provavelmente
utilizam serapilheira de outras espécies de plantas (sub-bosque) como alimento.
Jones & Paine (2012) inferiram que Armadillidium vulgare pode se beneficiar com
a infestacdo de psilideos (Hemiptera, Psyllidae) em folhas do género Eucalyptus,
pois esses ultimos podem aumentar o teor de agucares no folhico e induzem o
crescimento do “bolor de fuligem” na serapilheira. Utilizando 6leo essencial do
alecrim Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) e da camomila Matricaria chamomilla
L. (Asteraceae), Chopa & Descamps (2019) observaram repeléncia por parte de A.
vulgare, e os autores enfatizaram sobre a quimiossensibilidade das segundas
antenas dos isépodos em relagdo aos metabdlitos secundarios presentes no 6leo.
Panlasigui (2011), também observando o comportamento de A. vulgare, relatou que
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um habitat constituido por folhas de Quercus agrifolia Nee. (Fagaceae) é preferivel

a um composto por folhas de Eucalyptus globulus.

0 tempo de exposicdo aos volateis, o espaco em que eles estdo em constante
liberacdo e a sua quantidade acumulada tem relevancia nesses tipos de ensaios
devido ao grau de importancia que 6leos essenciais tém em estudos de avaliacao da
eficacia de pesticidas empregados em controles de pragas (Bernhard-Reversat
1993, Louzada et al. 1997, Lori et al. 2005, Anderson & Coats 2012). O modo de
aplicagdo, a sinergia dos constituintes do 6leo e de fatores ambientais e a espécie
vegetal de origem podem ser especificos para um determinado taxon (Spurr &

McGregor 2003, Nerio et al. 2010, Isman et al. 2011, Anderson & Coats 2012).

Foi observado que alguns o6leos essenciais de eucalipto vendidos
comercialmente tém efeito de repeléncia contra picada de insetos por cerca de até 8
horas (Trigg & Hill 1996). Quando aplicado na roupa, o efeito se estende para pelo
menos 8 dias (Mumcuoglu et al. 1996). HA registro do efeito sinérgico para a
combinacao de 6leos de Artemisia princeps Pamp. (Asteraceae) e Cinnamomum
camphora (L.) ].Presl. (Laureaceae) com efeito repelente para Sitophillus oryzae
(Coleoptera, Curculionidae) e Bruchus rugimanus (Coleoptera, Chrysomelidae) (Liu
et al. 2006). Porém, o mesmo cendrio nado foi observado quando os volateis foram
testados individualmente. Utilizando E. citriodora e E. globulus, Yan & Tan (1998)
observaram que o 6leo essencial da primeira espécie foi mais efetivo do que a
segunda. Concentracdes de 10% de Oleo E. citriodora repeliu trés espécies de
coleopteros (Coleoptera, Cerambycidae) por 4 - 12 dias, enquanto que 0.6%
apresentou esse efeito por 1 - 11 dias para os mesmos grupos alvos (Yan & Tan
1998). Lin (1998), trabalhando com as mesmas espécies vegetais, constatou um
cenario contrario da influéncia dos volateis em cupins (Insecta, Isoptera). Expostos
a concentracoes de 2% de dleo de E. globulus os individuos foram repelidos, porém,
a 0.25% nao causou dano algum para os animais (Lin 1998). Anderson & Coats
(2012) inferiram que essas variacdes ocorrem devido as plantas geralmente
apresentarem defesas como um conjunto de compostos, e nao cada um

individualmente.

Em ambientes naturais, a amplitude de desfechos para esses contextos é
ainda maior, visto a diversidade de estratégias de sobrevivéncia documentadas para
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oniscideos. Corredores poderiam simplesmente se dispersar em poucos segundos,
volvacionais tomariam a forma de esferas e aderentes se enterrariam na camada
superficial do solo. Além disso, as condi¢des de exposicdo a volateis na natureza e a
sua biodisponibilidade ndo ocorre de forma uniforme (Van-Gestel & Van-Straalen
1993), bem como a variabilidade e distribui¢do de recursos (abrigo, alimento) (Van-

Capelleveen 1987, Drobne et al. 1995).

Considerando o grau de repeléncia do volateis de Eucalyptus spp. para
diversos grupos funcionais de artréopodos de solo (Hadis et al. 2003, Yang & Ma
2005, Jaenson et al. 2006, Yi et al. 2007, Toloza et al. 2008, Batish et al. 2008, Mousa
etal. 2013), os ja documentado para isépodos (Singh et al. 1991, Louppe et al. 2008)
e os resultados obtidos no presente trabalho, a presenca de oniscideos em
ambientes naturais com serapilheira de eucalipto pode estar relacionada a uma
estratégia alternativa de evitar contato com predadores de isépodos em potencial.
Além disso, Siqueira et al. (2016) sugerem que os grandes grupos de fauna do solo
que relacionados com assoalho florestal de origem de eucalipto (Isopoda,
Poduromorpha e Gastropoda) sdao organismos adaptados a ambientes com alto
conteddo de matéria organica, consequentes de muitos eventos de lixiviacdo e
armazenamento de dgua no solo. A solubilizacdo dos compostos secunddrios
presente nesse tipo de serapilheira é uma das principais premissas para a
colonizacdo desses microhabitats por detritivoros (Tonello et al. 2014). Segundo
Skorupa et al. (2015), ndo somente as caracteristicas quimicas das folhas
senescentes sdo importantes para o processamento desse material organico por

detritivoros e decompositores, como também a temperatura e a umidade do solo.

Cada espécie de isopodo terrestre testada no presente trabalho demonstrou
comportamento correspondente ao grupo ecomorfologico ao qual pertence na
maioria dos experimentos, indicando que as diferentes caracteristicas morfologicas
e processos fisiologicos configuraram distintas respostas aos tipos de exposi¢do ao
0leo essencial de £. saligna e cenarios em que os animais foram inseridos. Estudos
que informem esses parametros de suporte e adaptacdes de comportamento dos
seres sao de suma importancia, pois a ocorréncia e distribuicio em diferentes
escalas dependem da tolerdncia ecolégica das espécies e das condi¢des apropriadas

dos habitats (Hornung et al., 2008, Csonka et al., 2013). Dentro de um mesmo grupo
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funcional, a amplitude da capacidade de adequacdo ao ambiente pode variar
drasticamente, mostrando populacdes mais instaveis do que outras de espécies
estreitamente relacionadas no mesmo local (Araujo & Bond-Buckup 2005, Quadros
& Araujo 2008, Kenne & Araujo 2015, Wood et al. 2017). Isso pode gerar
consequéncias que influenciam diretamente nas fung¢des do solo relacionadas aos
principais servicos do ecossistema, como a ciclagem de nutrientes (Martins et al.

2013).
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RESUMO

Muitos sdo os fatores que definem a posicdo e o tempo de permanéncia dos
individuos em determinados locais nos espacos naturais. Atributos relacionados ao
comportamento de deslocamento de forrageio, ao grau das interagdes intra e
interespecificas e aos elementos de sinalizacdo quimica e fisica presentes no
ambiente influenciam na trajetdria e estabilidade dos organismos nos diferentes
habitats. Combinando abrigos de papeldo a dois componentes semioquimicos de
origem vegetal (flavonoide em um alimento alternativo e o6leo essencial de
Eucalyptus saligna em serapilheira artificial) e a um de oniscideos (agrupamentos
de seis individuos em bolsa de tule) em tratamentos distintos, o presente estudo
almejou analisar o processo de ocupacao desses microhabitats artificiais pela fauna
edafica, com maior foco nos isépodos terrestres, bem como analisar padrdes de
distribuicdo de grupos funcionais encontrados nesses cenarios. Além disso, se
intentou monitorar o deslocamento de trés grupos ecomorfolégicos de is6podos
entre os abrigos através da técnica de marcacdo-recaptura. Trés dareas
experimentais foram observadas, cada uma protagonizando uma espécie de
oniscideo distinta. Os experimentos em campo tiveram durac¢do de cinco dias, com a
instalacdo e retirada (a partir do segundo dia) de todos os abrigos todos os dias para
as area 1 e 2, e abrigos colocados todos no primeiro dia, com recolhimento de 1/4
do total do segundo ao ultimo dia para a area 3. Considerando as trés areas
experimentais, dentre amostras de serapilheira (controle) e dos quatro tratamentos
de abrigos artificiais combinados a um elemento acessorio, foram coletados 3457
individuos pertencentes a 18 grupos taxonomicos. Nao foi possivel monitorar o
deslocamento dos is6podos devido ao baixo nimero de individuos recapturados. Na
area 1 foi observada alta abundancia de colémbolos nas amostras de serapilheira, o
que consequentemente resultou no maior nimero de detritivoros nesse tratamento.
Considerando apenas a ocupagdo nos abrigos artificiais para essa area, Balloniscus
glaber (clinger) foi encontrado em maior abundancia nos abrigos associados a pré-
agregacao de seus coespecificos, o que corrobora com a grande eficiéncia da
sinalizacdo quimica espécie-especifica. Para a area 2, a maior ocupagdo de
predadores (aranhas) ocorreu nos abrigos combinados a serapilheira artificial com
exposicao ao 0leo essencial de £. saligna. Levando em conta apenas o observado para
os abrigos, esse dltimo tratamento também se destacou para a ocupacgao de is6podos
totais (3 espécies). Porém, Armadillidium vulgare (roller) foi observado em maior
nimero nos abrigos com seus coespecificos. Na terceira area, formigas foram
encontradas em maior nimero nos abrigos sem aditivos, bem como a maior
abundancia média de Benthana picta (runner). De modo geral, Araneae e Isopoda
foram os principais colonizadores dos abrigos de papelao, material que combinado
aos elementos fisicos e quimicos utilizados no presente trabalho, cumpriu o objetivo
de fornecer informagdes sobre a eficiéncia da atratividade e ocupacdo desses
microhabitats artificiais em ambientes naturais. De acordo com os resultados
observados e com o aprimoramento da metodologia, utilizar esses artefatos para a
simulacdo de hotspots favoraveis a fauna edafica pode contribuir nos processos de
(re)estruturacdo de comunidades de invertebrados de solo em experimentos de
restauracdo de dreas em estagios iniciais de sucessao ecolégica.

Palavras-chaves: detritivoros, restauracdo, experimento, flavonoide, 6leo essencial.
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INTRODUCAO

Muitos sdo os fatores envolvidos nos processos ecolégicos que regem as
decisOes dos organismos na selecdo, na ocupacao e na colonizacao de habitats. Em
diferentes proporgdes, as condigdes externas e internas aos individuos determinam
a magnitude da motivagdo para a sua mudanca de localiza¢cdo e/ou permanéncia em
um determinado espaco (Nathan et al. 2008, Gurarie et al. 2009). Parametros
internos se referem as questoes fisiologicas, a capacidade mecanica (morfologica)
de locomo¢do e a habilidade de navegacdo (cognicdo) dos organismos. Ja os
elementos externos estdo diretamente ligados as condi¢cdes do ambiente em relacao
aos seus atributos, como disponibilidade de fonte alimentar, abrigos para postura
de ovos e acasalamento, e locais para protecdo contra predadores e condi¢cdes
climaticas extremas (Cornelissen & Boechat 2001, Podgaiski et al. 2007, Nathan et
al. 2008). A decisdao de ocupar determinado habitat é o resultado final de toda
percepcao que o individuo compila do cendrio em que esta inserido, almejando
espacos que apresentem maior sucesso adaptativo para a espécie (Cornelissen &

Boechat 2001, Nathan et al. 2008).

As paisagens naturais, bem como dareas antropizadas, podem emitir
informagdes para o meio de duas formas: através de suas caracteristicas fisicas e/ou
sinais quimicos. O tipo de substrato, a distribuicdo de artefatos e elementos
estruturais que modificam a conformacgao tridimensional de determinada area sao
considerados atributos fisicos do ambiente (Dyck & Baguette 2005, Anselme 2018,
Otero-Ferrer et al. 2019). Por outro lado, componentes quimicos estdo relacionados
a sinalizacdo de aleloquimicos volateis liberados na natureza, constituindo uma
vasta comunicacdo indireta entre os seres (Meiners 2015, Thienen et al. 2016,
Brooker & Dixson 2017). Nos animais, essas caracteristicas sdao percebidas através
dos orgaos dos sentidos, o que os possibilitam “traduzir” as mensagens deixadas no
ambiente e decidir sobre o quao viavel é permanecer no local em que se encontram

(Durier & Rivault 2001, Anselme 2013, Thienen et al. 2016).

A colonizacdo de novos habitats - sejam eles artificiais ou ndo - tem sido
foco central de muitos estudos em regides que apresentam perda de biodiversidade
(Goldsbrough et al. 2003, Kramer-Schadt et al. 2005, Croak et al. 2010). Essas
pesquisas evidenciam dados acerca do estabelecimento espacial de populagdes,
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sobre a reocupacdo de nichos e também a respeito de logisticas para a
reestruturacdo de rede de interagdes (Croak et al. 2010, Cornelissen et al. 2016). A
viabilidade do manejo controlado através da distribuicdo novos habitats e de
hotspots de colonizacdo como ferramenta se da através do entendimento do seu
“uso e desuso” pelos organismos, sobre a conectividade de manchas e da
distribuicdo espacial de recursos, além da avaliacdo da variacdo do fitness das
espécies que se deslocam nesses cendrios, bem como as relagdes intra e
interespecificas dos individuos em questdo (Thomas 2000, Revilla et al. 2004,
Cornelissen et al. 2016, Mola & Williams 2019). A andlise simultanea de dados de
interacdo ambiente-organismo e do deslocamento dos individuos em diferentes
cenarios elucidam modelos de predicao de distribui¢do das espécies (Hamilton et al.
2006, Revilla & Wiegand 2008, Yang et al. 2016), de modo a cooperar com a ecologia
da conservacdo e da restauracdo (Yang et al. 2016). Entender o que motiva o
deslocamento a favor ou contra e o estabelecimento de populagdes em
determinados ambientes, bem como usar desses artificios para a recuperacdo de
areas degradadas pela a agdo humana, se torna um ponto de partida para uma série
de trabalhos ecologicos de carater essencial no combate a fragmentacao e perda de

espacos naturais.

Os individuos da fauna de solo sdo potenciais colonizadores primarios em
areas que estdo em algum estagio preliminar de sucessao ou restauracdo ecoldgica,
logo ap6s o estabelecimento de vegetagdo pioneira (Broza & Izhaki 1997, Hagvar et
al. 2009, Courtney et al. 2010, Hagvar 2010, Braten et al. 2012, Lehmitz et al. 2012).
A micro-, meso- e a macrofauna edafica atuam na formacgao, microestrutura e
fertilidade do solo (Brussaard 1998, Wanner & Dunger 2002, Lehmitz et al. 2012).
Por consequéncia dessa atividade, acabam modificando ou criando novos ambientes
para as proximas espécies colonizadoras, e por isso alguns grupos recebem o nome
de “engenheiros ecossistémicos” (Brussaard 1998, Calderdon-Cortés et al. 2011). As
relacdes entre os diversos niveis da biota edafica sdo complexas e numerosas, o que
reflete nas interagdes troéficas, mutualisticas e antagonicas (Calderdon-Cortés et al.
2011, Menta 2012). Além de terem uma diversa representatividade, a fauna de solo
possui uma plasticidade em relacdo as suas estratégias alimentares, variando de
organismos herbivoros a onivoros, incluindo também espécies carnivoras
(predadoras) (Brussaard 1998, Menta 2012). Sdo capazes de mudar de habito
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alimentar dependendo das fontes disponiveis, o que possibilita individuos
carnivoros ou herbivoros passar a ingerir residuos organicos e atuarem como

detritivoros (Menta 2012).

Das interacdes planta-animal, a herbivoria é tida como uma das mais
importantes (Johnson 2011, Gong & Zhang 2014), pois esta relacdo é determinante
na produtividade vegetal, tanto em plantacdes manejadas como em florestas
naturais (Mitchell et al. 2016). Devido a esse fato, as plantas desenvolveram
inumeras formas de responder a predacao, sendo a grande maioria a partir da
producdo de metabdlitos secundarios responsaveis pela sua defesa contra os
consumidores de suas partes aéreas (Johnson 2011). Dentre esses compostos
secundarios estao os flavonoides e dleos essenciais, cuja composicao varia intra e
entre as espécies vegetais (Randlkofer et al. 2010). Apesar do grande volume de
estudos sobre o assunto, ainda existem muitas questdes acerca da variacdao dos
volateis produzidos por plantas e os seus reflexos nas comunidades de organismos
que sdo repelidos (Randlkofer et al. 2010). Considerando esses aspectos, tal
complexidade quimica vegetal interfere na distribuicdo da biota de solo, bem como
servem de motivacdo (atracdo e/ou repeléncia) para a selecdo de microhabitats em
espacos naturais por esses individuos. Muitos estudos demonstram a influéncia
desses metabolitos secundarios em herbivoros, porém em relacao a duracdo da
efetividade da funcao de defesa dessas substancias no periodo de senescéncia foliar
e seus efeitos para detritivoros e decompositores ainda é um campo a se explorar

(Canhoto & Graga 1999, Yeates & Barmuta 1999, Wood et al. 2012).

Dentre a fauna edafica, os isopodos terrestres (Isopoda, Oniscidea) atuam
na quebra mecanica e bioquimica da serapilheira e da matéria orgéanica, e por isso
tem grande participacdo na ciclagem de nutrientes do solo (Zimmer 2006, Frouz et
al. 2008, Wood et al. 2012). Esses animais possuem modificacoes fisiologicas,
morfologicas e comportamentais que lhes permitiram a colonizagdo de areas nao
litoraneas com total independéncia do ambiente aquatico (Holdich 1984, Hornung
2011). A presenca de pulmdes pleopodais, a formagdo de um marsupio fechado nas
fémeas ovigeras para o desenvolvimento direto de sua prole e o comportamento de
agregacdo sdo alguns exemplos dessas adaptacdes (Araujo et al. 2004, Hornung

2011, Broly et al. 2013). A respeito de percepc¢ao quimica, sabe-se que isépodos
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respondem a estimulos emitidos por volateis de microorganismos (Zimmer et al.
1996) e, principalmente, ao feromdnio de agregacao de coespecificos, liberados nas
fezes (Takeda 1984). Através dessas evidéncias quimicas no ambiente os is6podos
iniciam um aglomerado de individuos, o qual oferece reducao da evapotranspiracao,
aumento de encontros de potenciais parceiros para reproducao e diminui¢dao do
risco de predagao (Hornung & Warburg 1996, Broly et al. 2012, 2013). Além disso,
indicios desse feromdénio em microhabitats (simples presenca de fezes, por
exemplo) indicam potenciais locais com fonte alimentar adequada e de abrigos

seguros (Hassall & Tuck 2007, Farr 1978).

De acordo com suas caracteristicas morfologicas e comportamento
antipredatorio, os is6podos terrestres sao classificados em grupos ecomorfolégicos
(sensu Schmalfuss 1984). As espécies conhecidas como rollers apresentam
habilidade volvacional, tomando a forma de uma esfera, o que protege a sua regiao
ventral contra variagdes ambientais, além de possuirem a cuticula espessa e corpo
robusto. C/ingers sao mais achatados dorso-ventralmente, protegem suas partes
mais delicadas (ventre) de predadores e contra a perda de 4gua para o ambiente
aderindo ao substrato com firmeza através de suas pernas. Ja os runners, em relacao
aos grupos anteriores, possuem antenas mais longas e cuticula mais fina, os que lhes
confere maior sensibilidade as alteracbes do ambiente, e em situagdes de
emergéncia partem em retirada com agilidade (Schmalfuss 1984, Hornung 2011,

Csonka et al. 2013).

Embora os is6podos terrestres sejam considerados animais com pouca
capacidade dispersiva (Lemos de Castro 1971), o monitoramento do processo de
ocupacdo de microhabitats favoraveis por esses artropodos detritivoros é um
evento que precisa ser mais bem compreendido, considerando influéncias fisicas
(presenca de coespecificos e distribuicdo de abrigos artificiais) e quimicas
(feromonios, aleloquimicos volateis) do ambiente. Em geral, os estudos que
envolvem restauracdo ecologica e estabelecimento de espécies pioneiras utilizam
anelideos, com uma menor frequéncia abordam milipedes e raramente contemplam
isopodos terrestres como modelos, e destes ultimos, a maioria discorre sobre

espécies palearticas (Snyder & Hendrix 2008).
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Considerando as informagdes supramencionadas, o presente estudo teve
como objetivo analisar o processo de ocupacdo de microhabitats artificiais pela
fauna edafica, com maior foco em trés espécies de isopodos terrestres de trés grupos
ecomorfologicos distintos (clinger, roller e runner), utilizando combinagdes de
abrigos (papelao) e: fonte alternativa de alimento com flavonoide, agregagdes pré-
formadas de coespecificos e “serapilheira artificial” de papel filtro exposta ao éleo
essencial de Eucalyptus saligna Sm. (Myrtaceae). Além disso, se intentou analisar
padroes de distribuicdo de grupos funcionais (herbivoros, detritivoros, predadores
e onivoros) da macrofauna de solo encontrados nesses microhabitats. Através da
técnica de marcagdo-recaptura, este trabalho também almejou monitorar o
deslocamento dos isépodos terrestres individualmente, registrando possiveis
alternancias na preferéncia de abrigos especificos, bem como observar provaveis
interacbes interespecificas, através da presenca/auséncia de outros
macroinvertebrados terrestres nos microhabitats artificiais. Dentre os grupos
ecomorfologicos de ispodos monitorados, foi esperado que c/ingersapresentassem
maior afinidade pelos abrigos com coespecificos e repeléncia aos com serapilheira
artificial expostas ao 6leo de £ saligna; runnerstambém evitassem abrigos com 6leo
e os com maiores abundancias de possiveis predadores; e que rollers ocupassem os

abrigos de forma similar.

MATERIAL & METODOS
Espécies de isopodos terrestres e dreas de estudo

Trés espécies de isopodos terrestres foram observadas nos experimentos
em campo nos seus respectivos locais de ocorréncia/coleta: Balloniscus glaber
Araujo & Zardo, 1995 (Balloniscidae) (c/inger) em uma area residencial da zona Sul
de Porto Alegre, RS, Brasil (30°12'30”S, 51°10'12"0) (Area 1); Armadillidium
vulgare (Latreille, 1804) (Armadillidiidae) (roller) em uma area préxima a anterior
(Area 2) (Figura 1B); e Benthana picta (Brandt, 1833) (Philosciidae) (runner) no
Parque Henrique Luiz Roesler, na cidade de Novo Hamburgo, RS, Brasil (29°41°15"S,
51°06'35”0) (Area 3) (Figura 1A).
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Figura 1. chalizag:ﬁo das areas experimentais. A) Parque Henrique Luiz Roesler, Novo Hamburgo,
RS, Brasil (Area 3); B) Fundagdo de Protegdo Especial do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS Brasil
(Areas 1e 2).

Em cada area, foram demarcados trés pontos para a distribuicdo dos
abrigos artificiais. Os pontos onde foram realizadas as observacdes de B. glaber se
localizavam préximos de uma trilha com descarte de materiais (entulhos) das

residéncias proximas (Figura 2).
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Figura 2. Localizag¢do das dreas experimentéis 1 e 2 com os trés respectivos pontos de observagio
das replicatas, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil.

As arvores do local ndo apresentavam mais do que 10 metros de altura, com
largura do tronco ndo muito espessa e distribuidas relativamente de forma espagada
pelo local. Além disso, o dossel observado ndo era muito denso e, apesar de haver
regeneracao da vegetacdo, a mata ainda se encontrava bem aberta. Nos pontos
foram encontrados individuos de pitangueira ( Eugenia uniflora, Myrtaceae), marica
(Mimosa bimucronata, Fabaceae), aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius,
Anacardiaceae), cocdo (Erythroxylum sp., Erythroxylaceae) e capororoca (Myrsine
sp., Myrsinaceae). Foram observados alguns individuos de Fucalyptus sp., cujas
folhas compunham a maior parte da serapilheira (cerca de 2 - 5 cm de espessura).
Também foi notada a presenca de samambaias, conhecida popularmente como
unha-de-gato, e algumas lianas. No local ndo foram registrados epifitos em geral,
porém foram observados alguns individuos de 7i/landsia aeranthus (Bromeliaceae).
O ponto 1 era o mais distante da trilha de caminhada e possuia um gravatazal
(Bromelia cf. anthiacanthus, Bromeliaceae) com mais vegetacdo rasteira e aberta.

Os pontos 2 e 3 eram semelhantes entre si, mais proximos a trilha e com vegetacao

mais fechada e mais densa.
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Apesar de proxima da anterior, a area onde foram desenvolvidos os
experimentos com 4. vulgare apresentou dominancia de Marica, a poucos metros de
uma area residencial (Figura 2). Essa espécie é uma arvoreta espinhenta que ocorre
de maneira espacada. Outras espécies arboreas, como E. uniflora e .
terebinthifolius, e o cocio também foram observadas no local, porém a vegetacao
herbacea foi mais comum, com géneros como Desmodium (Fabaceae) (pega-pega),
Elephantopus (Asteraceae) e Solanum (Solanaceae), além das espécies Commelina
nudiflora(Commelinaceae) e Sida cilaris (Malvaceae). Os pontos 2 e 3 apresentaram

o solo mais exposto com a mesma formacao florestal.

Ja em Novo Hamburgo (Figura 3), os trés pontos de coleta e observagdo de
B. picta exibiram vegetacao arborea com cerca de 3 metros de altura e 10 - 15 cm
de diametro da altura do peito, com arvores espacadas e com a luz do sol chegando
ao assoalho florestal. No geral, foram observadas espécies nativas das familias
Melastomataceae, Rubiaceae, Myrtaceae e Piperaceae, com alguns raros epffitos
(micrograma). O ponto 1 se localizava a poucos metros de distancia da trilha de
caminhada do Parque. O ponto 2 apresentou alguns epifitos do género Rhypsalis
(Rhipsalideae) e algumas Pteridophyta, mas com vegetacao bem similar ao ponto 1.
O terceiro ponto exibiu mata mais densa do que os dois anteriores, com alguns

representantes das familias Smilacaceae e Nyctaginaceae.
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Figura 3. Localizagdo da drea 3 com os trés respectivos pontos de observagdo das replicatas, no
Parque Henrique Luiz Roesler, Novo Hamburgo, RS, Brasil.

Procedimentos pré-experimento

Em campo, dois dias antes do inicio dos testes, foram coletados em torno de
108 individuos de cada espécie de is6podos. Destes, 60 receberam uma marca inicial

com esmalte de unha Risqué© no primeiro pereonito (Figura 4) e foram
aclimatados em camaras sem alimento e individualmente (seguindo Kenne et al.
2019). Os 48 individuos restantes foram separados em grupos de seis em pequenas
bolsas de tule com um algodao umedecido para sua posterior utilizacdo nos abrigos

como agregacao pré-formada. Somente animais adultos de ambos os sexos (exceto

fémeas ovigeras) no periodo de intermuda foram utilizados.
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Marca
inicial

1% recaptura 2% recaptura 3% recaptura 4? recaptura

Figura 4. Esquema de marcagdo de recaptura para os individuos adultos das trés espécies de
isépodos terrestres foco deste estudo: Balloniscus glaber (exemplo da figura), Armadillidium vulgare
e Benthana picta. As cores e a posi¢do da marca em cada pereonito obedecem a uma dire¢do, distincia
e tipo de abrigo em que o animal foi encontrado.

Os abrigos utilizados para a ocupacdo e colonizag¢do pela fauna edafica
consistiram em recortes de 20 x 20 cm de papeldo corrugado de ~6 mm de
espessura (Kawashima & Jung 2010, Logan et al. 2017, Belkair et al. 2018). Trés
artefatos adicionais foram associados a 3/4 do total de abrigos utilizados para
distingui-los em quatro tratamentos: alimento alternativo com flavonoide,
serapilheira artificial com 6leo essencial e uma agregacao de isopodos de uma das

trés espécies, além também de nenhum material adicional (abrigo sem aditivos).

Combinagoes dos abrigos

O tratamento correspondente ao flavonoide consistiu em 16 discos (por
abrigo) de 18 mm de didmetro de papel aquarela de fibra de algodao, os quais foram
imersos durante aproximadamente 24 horas em solu¢do de 2 mg/ml de rutina (com
adaptacoes de Kenne et al. A, em preparacdo). Para simular serapilheira com teor
consideravel de 6leo essencial foram utilizadas varias amostras de ~50 mg de papel
filtro recortado em pedacgos (cerca de 2 x 12 cm), os quais foram isolados em sacos
plasticos e expostos por 24 horas a trés quantidades de 6leo de E. saligna (~4pl nos
experimentos da area com B. picta, ~6pul com B. glaber e ~8ul com A. vulgare,

modifica¢cdes de Kenne et al. B, em preparacao). O 6leo foi obtido através da técnica
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de destilacao por arraste a vapor, a partir de 5 kg de folhas e utilizando um extrator
de inox com uma taxa de fluxo de 3 L/h por 1 hora, com rendimento de 0,56%
(peso/volume). A extracdo foi realizada no Laboratério de Extracdo de Oleos
Essenciais da Universidade de Caxias do Sul (Silva etal. 2017). As bolsas de tule com
seis isopodos de cada espécie e um algodao umedecido desempenharam o papel de
uma agregacdo pré-formada de coespecificos em cada cenario experimental (Kenne

et al. C, em preparacao).

Procedimentos experimentais

Nos locais escolhidos para a realizagdo dos experimentos foram
demarcadas areas circulares de ~3 metros de raio. No primeiro dia dos
experimentos com B. glaber e A. vulgare foram distribuidos oito abrigos
equidistantemente em um raio de 50 cm a partir do ponto central dessa area. A
serapilheira foi retirada de cada local de fixacdo dos abrigos, e embaixo de cada
papelao foi colocado o material correspondente a um dos quatro tratamentos. Dessa
forma, cada tratamento foi representado por dois abrigos alocados em posicdes
opostas nessa distribui¢do circular (Figura 5). Todos os abrigos foram fixados no
solo com um prego na sua porg¢ao central, deixando espaco suficiente para a sua
posterior colonizagdo por is6podos e fauna edafica. No centro da area experimental

foram liberados 20 is6podos terrestres com a marca inicial de esmalte.
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|:| Papelido D Papeldo + bolsa com isopodos

|:| Papelio + discos com flavonoide D Papelio + serapilheira artificial

O Ponto inicial de soltura dos isépodos ¢ 6leo essencial de £ saligna

Figura 5. Representagdo da area experimental de observagdo da selegdo e ocupagdo de abrigos
artificiais por is6podos terrestres e fauna associada. Cada abrigo (e suas variagdes de combinagdes
de tratamentos) foi distribuido gradativamente em oito diregoes de 50 em 50 cm de distincia.

No dia seguinte, os oito abrigos foram recolhidos juntamente com o
material abaixo deles, colocados em bandejas plasticas para triagem em campo em
busca de is6podos terrestres. Conforme os tatuzinhos que ja possuiam uma marca
eram recapturados, estes recebiam uma nova marca no pereonito seguinte.
Isbpodos sem marca e com o tamanho suficientemente adequado para as
observacbdes passaram pelo processo de marcagdo inicial e foram registrados
durante o experimento quanto ao seu deslocamento na area de observagdo. As
marcas obedeceram a uma legenda de cor e posicdo em cada pereonito,
correspondendo ao tipo de abrigo, distidncia e dire¢do em que o individuo foi
capturado (Figura 4). Apés esse procedimento, o restante do material coletado e o

abrigo de papelao foram colocados em sacos plasticos devidamente identificados e
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transportados para o Laboratério de Carcinologia da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul (UFRGS).

Além dos pontos de coleta com abrigos, duas amostras adicionais de
dimensdes de 20 x 20 cm foram recolhidas no mesmo raio a partir do centro (em
posicdes opostas), sendo designadas como grupo controle do experimento.
Posteriormente a esse processo, novos oito abrigos foram distribuidos na mesma
ordem dos que foram retirados, porém distantes a 50 cm dos anteriores, na mesma
direcdo a partir do centro, resultando em 1 metro do centro inicial. Com suas marcas
de identificacdo, tanto os is6podos recapturados como os que foram encontrados
pela primeira vez foram devolvidos nos mesmos pontos de origem dos abrigos onde
foram coletados. Esse protocolo se repetiu nos trés dias seguintes, até os ultimos
abrigos serem recolhidos a 2 metros do centro da area. O experimento na area de
observacao de B. picta se diferenciou no fato de que todos os abrigos das quatro
distancias (0,5; 1; 1,5 e 2 metros) a partir do centro foram fixados no primeiro dia
de observacao, e em cada um dos dias seguintes ocorreu a retirada dos abrigos do
menor raio. O tempo total do experimento em campo durou cinco dias. Para cada
uma das trés espécies de is6podos terrestres observadas quanto a colonizagao,
ocupacao e deslocamento entre os abrigos artificiais em campo foram realizadas
trés réplicas, totalizando em 288 amostras de abrigos (quatro variantes) e mais 72

amostras do tratamento controle.

Posteriormente, a meso- e a macrofauna de invertebrados terrestres
associada foi identificada até grupos taxondmicos superiores (classe, ordem ou
familia) e em grupos funcionais de acordo com o habito alimentar: Predadores
(Araneae, Neuroptera e Pseudoscorpiones), Herbivoros (Hemiptera e Mollusca),
Detritivoros (Blatodea, Coleoptera, Diplopoda, Amphipoda, Collembola, além de
Isopoda) e Onivoros (Opiliones). Considerando a possibilidade de que nem todos os
individuos de um mesmo grupo taxondmico agrupados no mesmo grupo funcional
apresentarem o mesmo habito alimentar, Formicidae, Acari, Dermaptera e Diptera
ndo foram contabilizados para essas andlises (Jasen 1997, Moc¢o et al. 2005,

Podgaiski et al. 2007).
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Pardmetros de descricdo faunistica e andlise estatistica

Para todos os tratamentos, foram registradas a abundancia e riqueza de
espécies de isdpodos terrestres; abundadncia e riqueza dos demais grupos
taxondmicos; proporc¢ao de tatuzinhos recapturados e de frequéncia de recapturas
de um mesmo is6podo; e o numero de abrigos ocupados por tratamento (por todos
os taxons, por total de is6podos e por cada espécie de tatuzinho foco deste estudo).
Os dados foram organizados em tabelas de contingéncia para compara¢do da
distribuicao da frequéncia dos grupos taxondmicos e grupos funcionais mais
representativos (n > 50) entre os abrigos disponiveis em campo, através do Teste

Qui-quadrado (a < 0,05) (Podgaiski et al. 2007).

Com o intuito de medir a diversidade de grupos taxonémicos que foram
atraidos e colonizaram os diferentes tipos de abrigos, foram calculados os indices
de: Diversidade de Shannon (H’), para andlise da riqueza dos grupos e a sua
abundancia relativa; Dominancia de Simpson (D), para averiguar a probabilidade de
dois individuos selecionados ao acaso pertencerem ao mesmo grupo; e
Equitabilidade de Pielou (]), o qual indica o grau de distribuicao da abundancia entre
o total de grupos taxondmicos encontrados em cada tipo de abrigo (Moco et al. 2005,
Pinheiro & Castello 2010, Oliveira 2013). Além desses, os indices de similaridade de
Morisita e de Jaccard foram calculados para andlise de agrupamento hierarquico,
considerando quantitativamente a abundancia dos grupos taxondmicos
encontrados e qualitativamente a sua presenga e auséncia nos abrigos distintos,
respectivamente (Pillar 1996, Moreno 2001). Também foi realizada analise de
agrupamento hierarquico utilizando o indice de Bray-Curtis para a identificacdo de
tendéncias de distribuicdo quantitativa dos grupos taxonomicos de cada area
(Pinheiro & Castello 2010). Foi realizada Analise de Componentes Principais (PCA)
para cada area estudada a partir dos dados referentes a abundancia total e média,
riqueza total e média, numero de abrigos ocupados por todos os grupos
taxondmicos, por Isopoda e pelas espécies foco de isopodos terrestres de cada local,
indice de Diversidade de Shannon, indice de Domindncia de Simpson e

Equitabilidade de Pielou.

Todos os dados foram testados quanto a distribuicao normal pelo teste de
Shapiro-Wilk (a < 0,05) e quanto a homocedasticidade pelo teste de Levene (a <
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0,05) para a posterior aplicacdo adequada dos calculos estatisticos paramétricos
(Teste t ou ANOVA, seguida do teste de Tukey, a < 0,05) ou ndo-paramétricos
(Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn, o < 0,05). Em alguns casos foi necessaria
a transformacdo de dados em log (x + 1) para melhor adequacdo da representagao
grafica. As andlises estatisticas foram realizadas através dos softwares Past 4.03,
BioEstat 5.3 e DivEs 4.11. Todo o material coletado de Isopoda foi depositado na

colecao cientifica de Carcinologia da UFRGS.

RESULTADOS
Niumero de abrigos ocupados pela fauna eddfica total e por isépodos terrestres

De modo geral, mesmo que alguns abrigos (e amostras do controle) nao
tenham atraido individuos, os quatro tratamentos foram ocupados pela fauna
edafica nas trés areas estudadas. A area 2 foi a que demonstrou menor nimero de
amostras totais colonizadas (ANOVA, F=11,659 e p=0,002), como também exibiu
menor numero de abrigos ocupados (ANOVA, F=6,517 e p=0,018). A fauna total de
[sopoda foi encontrada em nimero similar de amostras nas trés areas (ANOVA,
F=0,408 e p=0,678) e nos abrigos (ANOVA, F=2,639 e p=0,125). O namero de
amostras totais em que B. picta foi encontrada na area 3 foi estatisticamente maior
do que B. glaber e A. vulgare em suas respectivas areas de observacdo (ANOVA,
F=9,169 e p=0,004), bem como para o numero de abrigos colonizados

considerando essa espécie (ANOVA, F=15,28 e p=0,002).

Na area 1 o tratamento com maior propor¢dao de ocupagao por fauna de
invertebrados de solo total foi o com agregacdo pré-formada de B. glaber (79,2%).
Porém, o tratamento controle se destaca com maior porcentagem de amostras que
exibiram isépodos terrestres (58,3%) e com B. glaber (29,2%). Considerando
apenas os tratamentos dos distintos tipos de abrigos, novamente o com tatuzinhos
pré-agregados foram os que exibiram o maior nimero de amostras colonizadas por

isépodos (37,5%) e por B. glaber (20,8%) (Figura 6).
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Figura 6. Nimero de abrigos (amostras) ocupados por fauna de invertebrados edéficos, isépodos
terrestres e Balloniscus glaber (separadamente) dos diferentes tratamentos do experimento em
campo da 4rea 1, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil. Linha horizontal pontilhada representa o
nimero maximo de amostras de cada tratamento. Legenda dos tratamentos: Ab - Abrigo (papeldo);
Fl - Alimento artificial com flavonoide; Ag - Bolsa de tule com agregagao ja formada de isépodos
coespecificos; Oe - Serapilheira artificial com bleo essencial de E. saligna.

Nenhum espécime de B. glaberfoi encontrado no abrigo com 6leo essencial
de E. saligna. Para a drea 2, os abrigos com serapilheira artificial e 6leo essencial de
eucalipto foram os que exibiram maior proporgao de colonizagdo por invertebrados
de solo (62,5%). A maior frequéncia de ocupacgao por isopodos terrestres se deu em
iguais proporg¢des nas amostras controles e também nos abrigos com 6leo (41,7%).
As amostras do tratamento controle se destacam para a presenca de A. vulgare
(20,8% ocupadas). Porém esse parametro se modifica ao se considerar apenas os
abrigos, onde os com alimento artificial com flavonoide e com a pré-agregacao de 4.

vulgare demonstraram proporgoes iguais (12,5%) (Figura 7).
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Figura 7. Nimero de abrigos (amostras) ocupados por fauna de invertebrados edéficos, isépodos
terrestres e Armadillidium vulgare (separadamente) dos diferentes tratamentos do experimento em
campo da 4rea 2, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil. Linha horizontal pontilhada representa o
nimero maximo de amostras de cada tratamento. Legenda dos tratamentos: Ab - Abrigo (papeldo);
Fl - Alimento artificial com flavonoide; Ag - Bolsa de tule com agregacio ji formada de is6podos
coespecificos; Oe - Serapilheira artificial com 6leo essencial de E. saligna.

Ja na area 3, os abrigos sem nenhum aditivo apresentaram maior frequéncia
quanto a colonizagdo por fauna edafica (79,2%). Esse tratamento passa a apresentar
igual nimero de amostras ocupadas por is6podos terrestres e por B. picta com 0s

abrigos com 6leo essencial (45,8% e 41,7%, respectivamente) (Figura 8).
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Figura 8. Nimero de abrigos (amostras) ocupados por fauna de invertebrados edéficos, isépodos
terrestres e Benthana picta (separadamente) dos diferentes tratamentos do experimento em campo
da area 3, no Parque Henrique Luiz Roesler, Novo Hamburgo, RS, Brasil. Linha horizontal pontilhada
representa o nimero maximo de amostras de cada tratamento. Legenda dos tratamentos: Ab -
Abrigo (papeldo); Fl1 — Alimento artificial com flavonoide; Ag - Bolsa de tule com agregacdo ja
formada de is6podos coespecificos; Oe - Serapilheira artificial com éleo essencial de E. saligna.

Abundéncia, riqueza e distribuicdo dos grupos taxonémicos nos abrigos e controle

No total, excluindo individuos imaturos e ndo-identificados, foram
coletados 2644 invertebrados de solo pertencentes a 15 grupos taxonO6micos na
area 1, 215 individuos classificados em oito agrupamentos na area 2 e 551 animais
de 10 categorias taxondmicas na area 3 (total geral de 3457 individuos e 18 grupos
taxonOmicos). Para a area 1, a maior abundancia média foi encontrada nas amostras
de serapilheira (controle). Porém, essa distincdo nao foi observada em relagdo aos
abrigos com a presenca da agregacdo ja formada por seis individuos de B. glaber; se
distinguindo apenas para a ocupag¢do dos abrigos com 6leo essencial, discos com

flavonoide e para abrigos vazios (Kruskal-Wallis, H=10,66 e p=0,031) (Figura 9).

173



Areal

0,0 L

Ab+F1 Ab+Ag Ab+Oe

e e
E=2 ST -

=]
=Y

Abundiancia média (Log x+1)
= =
s b

Abugo

Tratamentos

Figura 9. Log (x + 1) da abundancia média dos individuos encontrados nos diferentes abrigos e
tratamento controle do experimento em campo da area 1, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil.
Linhas verticais indicam + um erro padrio. Letras diferentes acima das barras e linhas indicam
diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (a
< 0,05). Legenda dos tratamentos: Ab - Abrigo (papeldo); Fl1 - Alimento artificial com flavonoide; Ag
- Bolsa de tule com agregacdo ja formada de is6podos coespecificos; Oe - Serapilheira artificial com
6leo essencial de E. saligna.

Quanto a riqueza média, o nimero de grupos de invertebrados terrestres
encontrados nao diferiu significativamente entre os tratamentos (Kruskal-Wallis,
H=7,729 e p=0,082) (Figura 10). Os grupos mais abundantes (n > 50) na area 1
foram Collembola (70,6%), Formicidae (12,1%), Isopoda (11,6%) e Araneae
(2,5%). Desses, apenas para as aranhas nao foi observada diferenca estatistica entre
a abundancia média encontrada entre os tratamentos (incluindo o controle), bem
como também nao foi notada disparidade nesses dados na ocupagdo entre os quatro

tipos de abrigos (Tabela 1).
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Figura 10. Riqueza média de grupos taxonémicos encontrados nos diferentes abrigos e tratamento
controle do experimento em campo da drea 1, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil. Linhas verticais
indicam + um erro padrio. Legenda dos tratamentos: Ab - Abrigo (papeldo); F1 - Alimento artificial
com flavonoide; Ag - Bolsa de tule com agregagdo ja formada de is6podos coespecificos; Oe -
Serapilheira artificial com 6leo essencial de £ saligna.
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Tabela 1. Abundancia dos grupos taxondmicos nas amostragens dos quatro tratamentos diferentes de abrigos e do controle do experimento na area 1, na Zona Sul
de Porto Alegre, RS, Brasil. Teste qui-quadrado para a comparagdo entre as abundancias totais dos grupos mais representativos (n > 50) entre os cinco tratamentos
(incluindo amostragem do controle) e entre os quatro abrigos distintos (a < 0,05). Tratamentos: Abrigos - Papeldo; Flavonoide - Papelédo cobrindo alimento artificial
com flavonoide rutina; Isépodos — Papeldo cobrindo bolsa de tule com agregagdo ja formada por isépodos coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo
serapilheira artificial com 6leo essencial de E. saligna; Controle — Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papelio.

) Oleo Todos Tratamentos Entre Abrigos
Grupos Abrigos Flavonoide Isépodos Essencial Controle Total ~ .
X &L p £ gL p
Acaros . . - - 3 3 - - . . . .
Anfipodos - 1 12 3 3 19 - - - - - -
Aranhas 12 6 17 14 18 67 6,31 4 0,147 53 3 0,152
Blatodeos - 1 - 2 - 3 - - - - - -
Colémbolos 8 24 66 - 1793 1891 6622,6 4 <0,0001 106 3 <0,0001
Coleépteros 1 1 - 1 7 10 - - - - - -
Diplépodos - 1 - - - 1 - - - - - -
Dipteros - - - - 2 2 - - - - - -
Formigas 9 20 19 5 271 324 822,7 4 <0,0001 12,4 3 <0,0001
Hemipteros - - 1 - 4 5 - - -
Isépodos 20 15 86 25 165 311 265,7 4 <0,0001 90,9 3 <0,0001
Moluscos - - - 3 1 4 - - - - - -
Neurodpteros - - 1 - - 1 - - - - - -
Opilides - 1 - - 1 2 - - . - - -
Pseudoescorpioes - - - - 1 1 - - - - - -
Imaturos 4 5 3 2 18 32 - - - - - -
Outros - - - - 2 2 - - - - - -
Total 54 75 205 55 2289 2678 7204,6 4 <0,0001 162,1 3 <0,0001
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Ja na area 2, ndo houve diferenca estatistica entre as abundancias médias
observadas entre os tratamentos (ANOVA, F=1,14 e p=0,342) (Figura 11). 0 mesmo
foi constatado em relacdo a riqueza média do nimero de grupos taxondémicos
coletados (ANOVA, F=0,86 e p=0,493) (Figura 12). O taxon mais abundante nessa
area foi Isopoda (78%), o qual demonstrou diferenca estatistica entre a distribuicao
de seus individuos tanto na andlise com o tratamento controle e entre apenas os

distintos tipos de abrigos utilizados no experimento (Tabela 2).
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Figura 11. Log (x + 1) da abundéancia média dos individuos encontrados nos diferentes abrigos e
tratamento controle do experimento em campo da area 2, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil.
Linhas verticais indicam + um erro padrio. Legenda dos tratamentos: Ab - Abrigo (papeldo); Fl -
Alimento artificial com flavonoide; Ag - Bolsa de tule com agregacdo ja formada de isépodos
coespecificos; Oe — Serapilheira artificial com 6leo essencial de E. saligna.
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Figura 12. Riqueza média de grupos taxonémicos encontrados nos diferentes abrigos e tratamento
controle do experimento em campo da drea 2, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil. Linhas verticais
indicam + um erro padrao. Legenda dos tratamentos: Ab - Abrigo (papeldo); Fl - Alimento artificial
com flavonoide; Ag - Bolsa de tule com agregagio ja formada de isépodos coespecificos; Oe -
Serapilheira artificial com 6leo essencial de £ saligna.
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Tabela 2. Abundancia dos grupos taxondmicos nas amostragens dos quatro tratamentos diferentes de abrigos e do controle do experimento na area 2, na Zona Sul
de Porto Alegre, RS, Brasil. Teste qui-quadrado para a comparagao entre as abundancias totais dos grupos mais representativos (n > 50) entre os cinco tratamentos
(incluindo amostragem do controle) e entre os quatro abrigos distintos (a < 0,05). Tratamentos: Abrigos - Papeldo; Flavonoide - Papeldo cobrindo alimento artificial
com flavonoide rutina; Isépodos - Papeldo cobrindo bolsa de tule com agregacdo ja formada por isépodos coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo
serapilheira artificial com éleo essencial de E. saligna; Controle — Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papelio.

Grupos Abrigos Flavonoide Isépodos (')Ieo_ Controle Total Toc}os Tratamentos I;Zntre Abrigos
Essencial X g.L )4 Ve g.L P
Aranhas 4 3 2 12 3 24 - - - - - -
Blatodeos - - 2 2 - 4 - - = - . -
Coléembolos - - - 1 - 1 - - - - - -
Coledpteros 1 3 - 2 1 7 - - . - - -
Dipteros - - - 1 - 1 - - - - - -
Formigas 2 1 - - 1 4 - - - - - -
Hemipteros 2 - - 1 1 4 - - - - - -
Isopodos 17 15 33 40 65 170 48,5 4 <0,0001 17 30,0007
Imaturos - - 1 - 2 3 - - - - - _
Total 26 22 38 59 73 218 43,8 4 <0,0001 22,9 3 <0,0001
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A abundancia média de individuos entre os tratamentos da area 3 ndo
apresentou disparidade nos resultados (ANOVA, F=0,54 e p=0,707) (Figura 13),
assim como os dados quanto a riqueza média (ANOVA, F=0,59 e p=0,668) (Figura
14). Os destaques para as maiores frequéncias de representantes coletados foram
observados para Formicidae (60,3%), Isopoda (24,2%) e Araneae (11,1%), dos
quais apenas os dois primeiros exibiram diferenca nas suas frequéncias entre os

tratamentos (Tabela 3).
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Figura 13. Log (x + 1) da abundéancia média dos individuos encontrados nos diferentes abrigos e
tratamento controle do experimento em campo da 4rea 3, no Parque Henrique Luiz Roesler, Novo
Hamburgo, RS, Brasil. Linhas verticais indicam + um erro padrdo. Legenda dos tratamentos: Ab -
Abrigo (papeldo); Fl1 — Alimento artificial com flavonoide; Ag - Bolsa de tule com agregacio ja
formada de is6podos coespecificos; Oe - Serapilheira artificial com 6leo essencial de E. saligna.
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Figura 14. Riqueza média de grupos taxonémicos encontrados nos diferentes abrigos e tratamento
controle do experimento em campo da drea 3, no Parque Henrique Luiz Roesler, Novo Hamburgo, RS,
Brasil. Linhas verticais indicam + um erro padrio. Legenda dos tratamentos: Ab - Abrigo (papeldo);
Fl - Alimento artificial com flavonoide; Ag - Bolsa de tule com agregacio ji formada de is6podos

coespecificos; Oe - Serapilheira artificial com éleo essencial de E. saligna.
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Tabela 3. Abundancia dos grupos taxondmicos nas amostragens dos quatro tratamentos diferentes de abrigos e do controle do experimento na area 3, no Parque
Henrique Luiz Roesler, Novo Hamburgo, RS, Brasil. Teste qui-quadrado para a comparagdo entre as abundéncias totais dos grupos mais representativos (n > 50)
entre os cinco tratamentos (incluindo amostragem do controle) e entre os quatro abrigos distintos (a < 0,05). Tratamentos: Abrigos - Papeldo; Flavonoide — Papeldo
cobrindo alimento artificial com flavonoide rutina; Isépodos - Papeldo cobrindo bolsa de tule com agregacio ja formada por isépodos coespecificos; Oleo Essencial -
Papeldo cobrindo serapilheira artificial com dleo essencial de E. saligna; Controle — Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papelio.

Grupos Abrigos Flavonoide Isopodos (')leo. Controle Total TO?OS Tratamentos l;:ntre Abrigos
Essencial X g.L p X gL 4
Acaros 1 - - - - 1 - - - - - -
Aranhas 12 12 12 13 13 62 0,1 4 0,9989 0,06 3 0,996
Blatédeos 1 1 - - 1 3 - . - - - -
Colémbolos 1 - - - - 1 - - - - - -
Coledpteros - - 1 - 1 2 - - - - - -
Dermaépteros - 1 - - - 1 - . - - - -
Formigas 237 29 32 33 7 338 537,3 4 <0,0001 383,55 3 <0,0001
Hemipteros - 2 - - - 2 - - - - - -
Isopodos 39 21 38 24 14 136 17,6 4 0,0015 8,6 3  0,0358
Moluscos - - 1 1 - 2 - - - - - -
Pseudoescorpioes 2 - - 1 - 3 - - - - - -
Imaturos 2 1 1 1 1 6 - - - - - -
Outros 1 - 1 1 1 4 - - - - - -
Total 296 67 86 74 38 561 387,5 4 <0,0001 279,9 3 <0,0001
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Similaridades quantitativa e qualitativa na distribuicdo dos grupos taxonémicos nos

abrigos e controle

Considerando o indice de Similaridade de Bray-Curtis para a analise de
agrupamento hierarquico da distribui¢do de abundancia dos grupos taxon6micos
identificados na area 1, foi possivel notar algumas tendéncias nos padroes de
ocupacgdo dos abrigos disponiveis em campo (Figura 15). Neuroptera foi o unico
grupo que somente foi encontrado no abrigo com 6leo essencial. Acaros, dipteros e
individuos ndo identificados foram registrados apenas nas amostras controle.
Pseudoescorpides também somente ocorreram no controle, porém acabaram se
distanciando no agrupamento gerado. Formigas, aranhas, individuos imaturos e
isépodos colonizaram todos os tipos de abrigos, inclusive as amostras do controle.
Porém, foram agrupados em locais distintos, de acordo com a frequéncia relativa de
animais coletados. Opilides e diplépodos foram amostrados tanto nas amostras de
serapilheira do controle como também nos abrigos com alimento artificial
embebido em solucdo de rutina. Coledpteros nao foram observados nos abrigos com

agregacdo pré-formada de B. glaber.
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Figura 15. Agrupamento hierdrquico gerado a partir do {ndice de similaridade de Bray-Curtis
considerando a distribuigdo da abundincia dos grupos taxondmicos de fauna edafica identificadas
nos diferentes abrigos e tratamento controle do experimento em campo da area 1, na Zona Sul de

Porto Alegre, RS, Brasil.

Na area 2 (Figura 16), is6podos apresentaram grande distin¢ao em relagdo

aos demais grupos, pois ocuparam todos os abrigos e amostras controle em grande

abundancia. O mesmo ocorreu com as aranhas amostradas, porém em abundancia

menor. Dipteros e colémbolos foram observados apenas nos abrigos com o6leo

essencial. Formigas e hemipteros foram registrados com a mesma abundancia no

controle e nos abrigos sem aditivos.
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Figura 16. Agrupamento hierarquico gerado a partir do indice de similaridade de Bray-Curtis
considerando a distribui¢do da abundéincia dos grupos taxondmicos de fauna edafica identificadas
nos diferentes abrigos e tratamento controle do experimento em campo da drea 2, na Zona Sul de
Porto Alegre, RS, Brasil.

A area 3 (Figura 17) exibiu padrao de ocupagdo similar entre colémbolos e
acaros (100%), entre is6podos, aranhas e formigas (maiores abundancias em todos
os tratamentos) e entre dermdapteros e hemipteros (menores frequéncias,
ocorrendo apenas nos abrigos com flavonoide). Individuos imaturos também

ocorreram em todos os tratamentos, porém em baixa frequéncia.
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Figura 17. Agrupamento hierdrquico gerado a partir do indice de similaridade de Bray-Curtis
considerando a distribui¢do da abundincia dos grupos taxondmicos de fauna edafica identificadas
nos diferentes abrigos e tratamento controle do experimento em campo da drea 3, no Parque
Henrique Luiz Roesler, Novo Hamburgo, RS, Brasil.

Entre os tratamentos, a similaridade dos grupos taxonémicos encontrados
na area 1 pelo indice de Morisita apontou alta semelhanca quantitativa para os
abrigos sem aditivos com os abrigos com o6leo de eucalipto. Ja considerando
qualitativamente em relacao a presenca e auséncia dos grupos identificados, pelo
indice de Jaccard a maior semelhanca foi exibida entre os tratamentos com o

flavonoide rutina e os abrigos com 6leo essencial (Figura 18).
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Figura 18. Agrupamento hierarquico gerado a partir dos indices de similaridade de Morisita e
Jaccard, considerando quantitativamente e qualitativamente os grupos taxondmicos de fauna edéfica
observados nos diferentes abrigos e tratamento controle do experimento em campo da area 1, na
Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil. Tratamentos: Abrigo - Papelao; Flavonoide - Papeldo cobrindo
alimento artificial com flavonoide rutina; Isopoda - Papeldo cobrindo bolsa de tule com agregacio ja
formada por isépodos coespecificos; Oleo Essencial — Papeldo cobrindo serapilheira artificial com
6leo essencial de E. saligna; Controle - Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papelao.

Na area 2 (Figura 19), quantitativamente todos os tratamentos
apresentaram indice de Morisita préoximos de 1 (alta similaridade). Porém,
qualitativamente pelo indice de Jaccard a maior semelhanca foi demonstrada entre

o tratamento controle e os abrigos sem aditivos.
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Figura 19. Agrupamento hierdrquico gerado a partir dos indices de similaridade de Morisita e
Jaccard, considerando quantitativamente e qualitativamente os grupos taxonémicos de fauna edéfica
observados nos diferentes abrigos e tratamento controle do experimento em campo da drea 2, na
Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil. Tratamentos: Abrigo - Papeldo; Flavonoide - Papeldo cobrindo
alimento artificial com flavonoide rutina; Isopoda - Papeldo cobrindo bolsa de tule com agregagao ja
formada por isépodos coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo serapilheira artificial com
6leo essencial de E. saligna; Controle — Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papelao.

Para a area 3 (Figura 20), a maior semelhanca quantitativa registrada entre
os tratamentos se deu entre os abrigos com rutina e com 6leo essencial de eucalipto,
com valor do indice de Morisita muito préximo de 1. J& qualitativamente a maior
semelhanca foi observada entre os abrigos com B. pictapré-agregadas e os com 6leo

essencial.
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Figura 20. Agrupamento hierarquico gerado a partir dos indices de similaridade de Morisita e
Jaccard, considerando quantitativamente e qualitativamente os grupos taxondmicos de fauna edéfica
observados nos diferentes abrigos e tratamento controle do experimento em campo da area 3, no
Parque Henrique Luiz Roesler, Novo Hamburgo, RS, Brasil. Tratamentos: Abrigo - Papeldo;
Flavonoide - Papeldo cobrindo alimento artificial com flavonoide rutina; Isopoda - Papeldo cobrindo
bolsa de tule com agregagido ja formada por isépodos coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo
cobrindo serapilheira artificial com 6leo essencial de £. saligna; Controle - Amostras de serapilheira
natural sem cobertura do papelao.

Indices de Diversidade, Domindncia e E quitabilidade dos abrigos e controle

0 tratamento que evidenciou maior diversidade pelo indice de Shannon foi
o dos abrigos com alimento alternativo com flavonoide para a area 1 (Tabela 4).
Porém, pelo teste t esse tratamento nao diferiu estatisticamente dos abrigos com
6leo essencial e dos sem aditivos (Tabela 5). Em relacdo ao indice de Dominancia de
Simpson, apenas o tratamento controle apresentou valor alto, se distinguindo
significativamente dos demais. Ja quanto a Equitabilidade de Pielou, o maior valor

observado foi para os abrigos sem aditivos.
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Tabela 4. Numero total de grupos taxondmicos, total de individuos, indice de Diversidade de
Shannon (H’), indice de Dominancia de Simpson (D) e indice de Equitabilidade de Pielou (J) para as
amostras do experimento com diferentes tipos de abrigos e do tratamento controle na area 1, na
Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil. Letras diferentes entre parénteses ao lado dos valores nas
colunas de H’ e D indicam diferenca estatistica pelo teste t, par a par (a < 0,05). Tratamentos: Abrigo
- Papeldo; Flavonoide - Papeldo cobrindo alimento artificial com flavonoide rutina; Isopoda -
Papelio cobrindo bolsa de tule com agregacio ja formada por isépodos coespecificos; Oleo Essencial
- Papeldo cobrindo serapilheira artificial com 6leo essencial de E. saligna; Controle - Amostras de
serapilheira natural sem cobertura do papeléo.

Tratamento N Total de Diversidade de Dominiincia de Equitabilidade
grupos Ind. Shannon (H") Simpson (D) de Pielou (J)
Abrigo 6 54 2.2366 (ab) 0.2278 (a) 0.8652
Flavonoide 10 75 24661 (a) 0.2148 (a) 0.7424
Isopoda 8 205 20719 (b) 0.2954 (a) 0.6906
Oleo Essencial 8 55 2.2447 (ab) 0.2754 (a) 0.7482
Controle 14 2289 1.1229 (c) 0.6328 (b) 0.2949

Tabela 5. Valores de t e p para o teste t (a < 0,05) realizado par a par para o indice de Diversidade
de Shannon (H’) (abaixo da diagonal principal) e para o indice de Dominéncia de Simpson (D) (acima
da diagonal principal) com as amostras do experimento com diferentes tipos de abrigos e do
tratamento controle na drea 1, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil. Tratamentos: Abrigo -
Papeldo; Flavonoide — Papeldo cobrindo alimento artificial com flavonoide rutina; Isopoda - Papelao
cobrindo bolsa de tule com agregagdo ja formada por isépodos coespecificos; Oleo Essencial -
Papeldo cobrindo serapilheira artificial com 6leo essencial de E. saligna; Controle — Amostras de
serapilheira natural sem cobertura do papelao.

Dominancia de Simpson (D)
Abrigo |Favonoide | Isopoda Uleu. Controle
Essencial
- 0.088 0.528 0.296 3,505
Abrigo
r - 0467 0.31 0.39 0,009
— 1,265 - 0.713 0.406 4234
'E Favonoide
= r 0.131 - 0.254 0.351 0.004
=
g 1,159 239 - 0.155 5.328
E | Isopoda
7] P 0.15 0,03 - 0.442 0,002
7]
E Oleo 0.038 0.962 0.86 - 3.066
r'-; Essencial |, | 488 0.19 0.215 ; 0,014
E 9.362 0.237 10,326 6.058 -
A | Controle
p| =0,0001 | =0,0001 | =0.,0001 | =0,0001 -




Para a area 2, os abrigos sem aditivos demonstraram a maior diversidade
pelo indice de Shannon, seguido dos abrigos com éleo essencial e dos com flavonoide
(Tabela 6). Entretanto, esses trés tratamentos nao se diferiram estatisticamente
nesse parametro (Tabela 7). Nao foi observada disting¢ao entre os valores calculados
para o indice de Dominancia de Simpson nessa area. Pelo indice de Equitabilidade
de Pielou, os tratamentos que apresentaram distribuicao de abundancia dos grupos
taxondmicos com menor disparidade foram o dos abrigos sem aditivos e dos abrigos

com flavonoide (Tabela 6).

Tabela 6. Niimero total de grupos taxondmicos, total de individuos, indice de Diversidade de
Shannon (H’), indice de Dominancia de Simpson (D) e indice de Equitabilidade de Pielou (J) para as
amostras do experimento com diferentes tipos de abrigos e do tratamento controle na irea 2, na
Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil. Letras diferentes entre parénteses ao lado dos valores nas
colunas de H’ e D indicam diferenga estatistica pelo teste t, par a par (a < 0,05), e n.s. corresponde a
ndo significincia. Tratamentos: Abrigo - Papeldo; Flavonoide - Papeldo cobrindo alimento artificial
com flavonoide rutina; Isopoda - Papeldo cobrindo bolsa de tule com agregagio ja formada por
isépodos coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo serapilheira artificial com 6leo essencial
de E. saligna; Controle — Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papeldo.

N Total de Diversidade de Dominincia de Equitabilidade

Tratamento grupos Ind. Shannon (H') Simpson (D) de Pielou (J)
Abrigo 5 26 1.5663 (a) 04431 (ns) 0.6746
Flavonoide 4 22 1.3634 (ab) 04805 (ns) 0.6817
Isopoda 4 38 0.762 (b) 0.7539 (ns) 0.381
Oleo Essencial 7 59 1.4776 (a) 04956 (n.s.) 0,5263
Controle 6 73 0.7349 (b) 0.793 (ns.) 0.2843
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Tabela 7. Valores de t e p para o teste t (a < 0,05) realizado par a par para o indice de Diversidade
de Shannon (H") (abaixo da diagonal principal) e para o indice de Dominancia de Simpson (D) (acima
da diagonal principal) com as amostras do experimento com diferentes tipos de abrigos e do
tratamento controle na drea 2, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil. Tratamentos: Abrigo -
Papelio; Flavonoide - Papeldo cobrindo alimento artificial com flavonoide rutina; Isopoda - Papeldo
cobrindo bolsa de tule com agregagio ja formada por isépodos coespecificos; Oleo Essencial -
Papelédo cobrindo serapilheira artificial com dleo essencial de E. saligna; Controle - Amostras de
serapilheira natural sem cobertura do papelao.

Dominancia de Simpson (D)

Oleo

Abrigo |Favonoide| Isopoda . Controle
Essencial
- 0,142 1.257 0,246 1.605
Abrigo
- 0,446 0,132 0,408 0,085
—_ 0,542 - 1.046 0.066 1.336
'E Favonoide
= 0,306 - 0,172 0475 0,12
(=]
g 226 1.713 - 1227 0,182
Z | Isopoda
73] 0,037 0,074 - 0,137 0,431
"]
E Oleo 0,263 0,344 23 - 1,697
r§ Essencial 0.402 0373 0,035 ; 0,075
.E 2524 1,94 0,09 2.65 -
& | Controle
0,026 0,055 0466 0,023 -

A area 3 apresentou valores estatisticamente maiores de H' e D para os

abrigos sem aditivos, tratamento o qual, consequentemente, exibiu o menor valor

de] (Tabela8e9).
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Tabela 8. Numero total de grupos taxondmicos, total de individuos, indice de Diversidade de
Shannon (H’), indice de Dominancia de Simpson (D) e indice de Equitabilidade de Pielou (J) para as
amostras do experimento com diferentes tipos de abrigos e do tratamento controle na area 3, no
Parque Henrique Luiz Roesler, Novo Hamburgo, RS, Brasil. Letras diferentes entre parénteses ao lado
dos valores nas colunas de H’ e D indicam diferenca estatistica pelo teste t, par a par (a < 0,05).
Tratamentos: Abrigo - Papeldo; Flavonoide — Papeldo cobrindo alimento artificial com flavonoide
rutina; Isopoda - Papeldo cobrindo bolsa de tule com agregagdo ja formada por is6podos
coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo serapilheira artificial com 6leo essencial de E,
saligna; Controle - Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papelao.

N Total de Diversidade de Dominincia de Equitabilidade

Tratamento grupos Ind. Shannon (H') Simpson (D) de Pielou (J)
Abrigo 9 296 1.0379 (a) 0.6591 (a) 03274
Flavonoide 7 67 1.9148 (b) 0.3089 (b) 0.682
Isopoda 7 86 1.7467 (b) 0.3461 (b) 0,622
Oleo Essencial 7 74 1.8228 (b) 0.3265 (b) 0.6493
Controle 7 38 2.0621 (b) 0.2703 (b) 0,7345

Tabela 9. Valores de t e p para o teste t (a < 0,05) realizado par a par para o indice de Diversidade
de Shannon (H") (abaixo da diagonal principal) e para o indice de Dominéncia de Simpson (D) (acima
da diagonal principal) com as amostras do experimento com diferentes tipos de abrigos e do
tratamento controle na drea 3, no Parque Henrique Luiz Roesler, Novo Hamburgo, RS, Brasil.
Tratamentos: Abrigo — Papeldo; Flavonoide - Papeldo cobrindo alimento artificial com flavonoide
rutina; Isopoda - Papeldo cobrindo bolsa de tule com agregagdo ja formada por isépodos
coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo serapilheira artificial com 6leo essencial de £
saligna; Controle - Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papelao.

Domindncia de Simpson (D)
Abrigo |Favonoide| Isopoda Oleu. Controle
Essencial
t - 2,864 2,784 2,796 2,544
Abrigo

P - 0,018 0,019 0,019 0,026
—_ t 5.138 - 0.262 0,12 0,22
'E Favonoide
- P 0,002 - 0.402 0.454 0417
(=]
g t 4,509 0.883 - 0.141 0.449
Z | Isopoda
w P 0,003 0.208 - 0.447 0.336
-F]
E Oleo t 4,797 0.47 0.414 - 0,325
."g: Essencial |, | 0002 0.33 0.348 ; 0.379
E t 4,896 0.627 1,399 1,041 -
/A | Controle

P 0,002 0.279 0.11 0.173 -
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Ocupagdo dos abrigos por grupos funcionais

Classificando os invertebrados edaficos por grupos funcionais foi possivel

observar que, dentre os mais abundantes, na area 1 a grande maioria dos

detritivoros foram encontrados nas amostragens do controle (serapilheira) e nos

abrigos com B. glaber, enquanto que predadores ocuparam todos os abrigos de

forma similar, inclusive o tratamento controle (Tabela 10 e Figura 21).

Tabela 10. Teste qui-quadrado para a comparagdo entre as abundancias totais dos grupos funcionais
coletados (n > 50) entre os cinco tratamentos (incluindo amostragem do controle) e entre os quatro
tratamentos de abrigos distintos, nas trés areas experimentais (a < 0,05).

Todos Tratamentos

Entre Abrigos

Area Grupo Funcional ) )
x° gl P x° r
Predadores 7.89 4 0,096 6 01116
. Detritivoros 6497 82 4 =0,0001 190.63 =0,0001
Areal
Herbivoros - - - - -
Onivores - - - - _
Predadores - - - 11,95 0.0075
. Detritivoros 44,76 4 =0,0001 18,41 00004
Areal
Herbivoros - - - - -
Onivoros - - - - -
Predadores 0.31 4 09893 0.31 09586
Area 3 Detritivoros 17.09 4 0,0019 93 00255
Herbivoros - - - - -
Onivores - - - - _
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Figura 21. Nimero de individuos de cada grupo funcional encontrado nos diferentes abrigos e
tratamento controle do experimento em campo da drea 1, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil.
Tratamentos: Abrigo — Papeldo; Flavonoide - Papeldo cobrindo alimento artificial com flavonoide
rutina; Isopoda - Papeldo cobrindo bolsa de tule com agregagdao ja formada por isépodos
coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo serapilheira artificial com 6leo essencial de £
saligna; Controle - Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papelao.

Para a area 2, os detritivoros também demonstraram maior abundancia nos
mesmos tratamentos que a area 1, enquanto que a comparacao so foi possivel entre
os abrigos para os predadores, os quais apontaram preferéncia pelos abrigos com
serapilheira artificial exposta a ~8pl de dleo essencial de E. saligna (Tabela 10 e

Figura 22).
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Figura 22. Nimero de individuos de cada grupo funcional encontrado nos diferentes abrigos e
tratamento controle do experimento em campo da drea 2, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil.
Tratamentos: Abrigo — Papeldo; Flavonoide - Papeldo cobrindo alimento artificial com flavonoide
rutina; Isopoda - Papeldo cobrindo bolsa de tule com agregagdo jia formada por is6podos
coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo serapilheira artificial com 6leo essencial de £
saligna; Controle - Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papelao.

Predadores na area 3 foram observados em proporg¢oes similares em todos
os abrigos e serapilheira, enquanto que detritivoros mostraram maiores
abundancias nos abrigos com Benthana e nos abrigos sem adicional algum (Tabela
10 e Figura 23). Onivoros e Herbivoros exibiram baixa representatividade nas 3

areas.
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Figura 23. Numero de individuos de cada grupo funcional encontrado nos diferentes abrigos e
tratamento controle do experimento em campo da drea 3, no Parque Henrique Luiz Roesler, Novo
Hamburgo, RS, Brasil. Tratamentos: Abrigo - Papeldo; Flavonoide - Papeldao cobrindo alimento
artificial com flavonoide rutina; Isopoda - Papeldo cobrindo bolsa de tule com agregagdo ja formada
por isépodos coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo serapilheira artificial com 6leo
essencial de E. saligna; Controle - Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papeléo.

Ocupagao dos abrigos por isépodos terrestres

Foram encontradas quatro espécies de isépodos terrestres da area 1:
Atlantoscia floridana (N=273), Balloniscus glaber (36), Balloniscus sellowii (1) e
Neotroponiscus sp. (1). Dos 60 individuos iniciais de B. glaber soltos no centro das
arenas experimentais, apenas um foi recapturado nos abrigos com coespecificos na
bolsa de tule no terceiro dia de coleta (percorreu 1,5 metros). Além disso, 94,4% dos
individuos contabilizados durante os dias de amostragem para essa espécie nao
apresentaram tamanho minimo suficiente para receberem a marca inicial do
monitoramento de deslocamento dos isépodos, tornando inviaveis as demais

analises estatisticas para esses parametros.

Considerando as duas espécies mais abundantes de isopodos na area 1 (A.
floridana e B. glaber), a distribuicdo da abundancia média observada inferiu que
mais animais foram encontrados nas amostras controle de forma significativa
(Kruskal-Wallis, B. glaber H=13,4 e p<0,009; A. floridana: H=12,13 e p=0,016).
Porém, para B. glaber, estatisticamente esse dado ndo difere do abrigo com

coespecificos. Além disso, entre os abrigos, o com individuos da mesma espécie de
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isopodo exibiu maior abundancia média, enquanto que o que comportava
serapilheira artificial com ~6pl de dleo essencial de E. saligna ndo foi observado
nenhum espécime colonizando o local (Figura 24). Ja para A. floridana nao houve

diferenca estatistica entre os abrigos (Figura 25).

Balloniscus glaber- Area 1

Abundincia média
[=]
%o

0,2 BC BC

00 | NN ot _c

Abrigo Flavonoide Isépodo Oleo Controle

Figura 24. Abundincia média de Balloniscus glaberencontrados nos diferentes abrigos e tratamento
controle do experimento em campo da drea 1, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil. Linhas verticais
indicam # um erro padrao. Letras diferentes acima das barras e linhas indicam diferenga significativa
entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (a < 0,05). Tratamentos:
Abrigo - Papelao; Flavonoide - Papelao cobrindo alimento artificial com flavonoide rutina; Isopoda
- Papeldo cobrindo bolsa de tule com agregacio ja formada por isépodos coespecificos; Oleo
Essencial - Papeldo cobrindo serapilheira artificial com 6leo essencial de E. saligna; Controle -
Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papelao.
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Figura 25. Abundincia média de Atlantoscia floridana encontrados nos diferentes abrigos e
tratamento controle do experimento em campo da drea 1, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil.
Linhas verticais indicam + um erro padrao. Letras diferentes acima das barras e linhas indicam
diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (a
< 0,05). Tratamentos: Abrigo - Papeldo; Flavonoide - Papeldo cobrindo alimento artificial com
flavonoide rutina; Isopoda — Papelao cobrindo bolsa de tule com agregacio ja formada por isépodos
coespecificos; Oleo Essencial — Papeldo cobrindo serapilheira artificial com 6leo essencial de E.
saligna; Controle - Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papelao.

Na area 2 foram observadas trés espécies de oniscideos: A. floridana
(N=89), Balloniscus sellowii (53) e Armadillidium vulgare (28). Dos 60 espécimes
de A. vulgare marcados inicialmente, apenas um foi recuperado a 1,5 metros do
centro no terceiro dia de coleta na amostra do tratamento controle.
Aproximadamente 71,4% dos individuos coletados nao foram marcados a posteriori
pelo mesmo motivo anterior. A analise estatistica do deslocamento de A. vulgare

pela arena se tornou inexequivel pela mesma razdo da area 1.

Para as trés espécies de is6podos da area 2 a maior abundancia foi
observada no tratamento controle. Porém, a média desse parametro ndo inferiu
disparidade estatistica (Kruskal-Wallis, 4. vulgare: H=3,61 e p=0,462; A. floridana:
H=5,78 e p=0,216; B. sellowii: H=5,04 e p=0,284) (Figuras 26, 27, e 28).
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Figura 26. Abundincia média de Armadillidium vulgare encontrados nos diferentes abrigos e
tratamento controle do experimento em campo da area 2, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil.
Linhas verticais indicam + um erro padrio. Tratamentos: Abrigo - Papelido; Flavonoide - Papelao
cobrindo alimento artificial com flavonoide rutina; Isopoda - Papeldo cobrindo bolsa de tule com
agregacio ja formada por isépodos coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo serapilheira
artificial com 6leo essencial de E. saligna; Controle - Amostras de serapilheira natural sem cobertura
do papelao.
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Figura 27. Abundincia média de Atlantoscia floridana encontrados nos diferentes abrigos e
tratamento controle do experimento em campo da area 2, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil.
Linhas verticais indicam + um erro padrio. Tratamentos: Abrigo - Papeldo; Flavonoide - Papeldo
cobrindo alimento artificial com flavonoide rutina; Isopoda - Papeldo cobrindo bolsa de tule com
agregacio ja formada por isépodos coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo serapilheira
artificial com éleo essencial de E. saligna; Controle —- Amostras de serapilheira natural sem cobertura
do papelao.
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Figura 28. Abundédncia média de Balloniscus sellowii encontrados nos diferentes abrigos e
tratamento controle do experimento em campo da drea 2, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil.
Linhas verticais indicam + um erro padrio. Tratamentos: Abrigo - Papeldo; Flavonoide - Papeldo
cobrindo alimento artificial com flavonoide rutina; Isopoda - Papeldo cobrindo bolsa de tule com
agregacio ja formada por isépodos coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo serapilheira
artificial com 6leo essencial de E. saligna; Controle - Amostras de serapilheira natural sem cobertura
do papelao.

Trés espécies de isdpodos terrestres foram coletados na area 3: Benthana
picta(N=106), Atlantoscia floridana (29) e Armadillidium vulgare (1). Nenhum dos
60 espécimes de B. pictamarcados inicialmente foi recuperado, tdo pouco os 77,4%
que receberam a marca a posteriori durante os quatro dias de coleta. Novamente
ndo foi possivel realizar o monitoramento da trajetéria e deslocamento dos

individuos entre os abrigos.

Das duas espécies de oniscideos mais abundantes, apenas A. floridana
exibiu significancia estatistica entre os parametros observados para avaliacao da
ocupacao dos abrigos (Kruskal-Wallis, H=11,1 e p=0,026), e ndo foi coletada tanto
nos abrigos com bleo de E. saligna e tao pouco nas amostras controle (Figura 29). Ja
B. pictaapresentou maior ocupac¢do nos abrigos sem atrativos, porém sem diferenca
comparando com os outros tratamentos (Kruskal-Wallis, H=2,41 e p=0,661)

(Figura 30).
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Figura 29. Abundincia média de Atlantoscia floridana encontrados nos diferentes abrigos e
tratamento controle do experimento em campo da drea 3, no Parque Henrique Luiz Roesler, Novo
Hamburgo, RS, Brasil. Linhas verticais indicam + um erro padrio. Letras diferentes acima das barras
e linhas indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do
teste de Dunn (« < 0,05). Tratamentos: Abrigo - Papeldo; Flavonoide - Papeldo cobrindo alimento
artificial com flavonoide rutina; Isopoda - Papeldo cobrindo bolsa de tule com agrega¢io ja formada
por isépodos coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo serapilheira artificial com 6leo
essencial de E. saligna; Controle — Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papelao.
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Figura 30. Abundincia média de Benthana picta encontrados nos diferentes abrigos e tratamento
controle do experimento em campo da drea 3, no Parque Henrique Luiz Roesler, Novo Hamburgo, RS,
Brasil. Linhas verticais indicam + um erro padrdo. Tratamentos: Abrigo - Papeldo; Flavonoide -
Papelao cobrindo alimento artificial com flavonoide rutina; Isopoda - Papeldo cobrindo bolsa de tule
com agregacio ja formada por isépodos coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo
serapilheira artificial com 6leo essencial de E. saligna; Controle - Amostras de serapilheira natural
sem cobertura do papeldo.
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Andlise de componentes principais para os pardmetros

Compilando os dados levantados, na Andlise de Componentes Principais foi
possivel estabelecer quais parametros caracterizaram de forma mais adequada o
desempenho apresentado pelos diversos tipos de tratamentos utilizados como
atrativos (ou repelentes) nos abrigos disponibilizados no experimento em campo

das trés areas estudadas.

Na area 1 (Figura 31), os dois eixos evidenciaram 97,2% da relacdo entre as
variaveis, mostrando que os abrigos com flavonoide somente se destacaram quanto
a diversidade (H") de grupos taxonOmicos observada, enquanto os sem aditivos
apresentaram maior equilibrio de abundancia entre esses grupos (J). Para a area 2
(Figura 32), a soma dos eixos atingiu 94,6%, e esses dois tratamentos s6 exibem
relevancia para esses mesmos indices, porém em o maior H’ foi observado para os
abrigos sem adicionais e ] para os abrigos com flavonoide. A area 3 apresentou
90,6% da relagdo total entre os parametros, mostrando o maior equilibrio de
abundancia de grupos taxonomicos e diversidade foi observado para o tratamento

controle (Figura 33).
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Figura 31. Andlise de Componentes Principais (PCA) relacionando os pardmetros levantados para os diferentes abrigos e tratamento controle do experimento em
campo da 4rea 1, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil. Tratamentos: Abrigo - Papeldo; Flavonoide - Papeldo cobrindo alimento artificial com flavonoide rutina;
Isopoda - Papeldo cobrindo bolsa de tule com agregagio ja formada por isépodos coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo serapilheira artificial com éleo
essencial de E. saligna; Controle — Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papeléo.
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Figura 32. Andlise de Componentes Principais (PCA) relacionando os pardmetros levantados para os diferentes abrigos e tratamento controle do experimento em
campo da drea 2, na Zona Sul de Porto Alegre, RS, Brasil. Tratamentos: Abrigo - Papeldo; Flavonoide - Papeldo cobrindo alimento artificial com flavonoide rutina;
Isopoda - Papelio cobrindo bolsa de tule com agregagio ja formada por isépodos coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo serapilheira artificial com 6leo
essencial de E. saligna; Controle - Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papelido.
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Figura 33. Andlise de Componentes Principais (PCA) relacionando os pardmetros levantados para os diferentes abrigos e tratamento controle do experimento em
campo da area 3, no Parque Henrique Luiz Roesler, Novo Hamburgo, RS, Brasil. Tratamentos: Abrigo - Papeldo; Flavonoide - Papelédo cobrindo alimento artificial com
flavonoide rutina; Isopoda - Papelio cobrindo bolsa de tule com agregacio ja formada por isépodos coespecificos; Oleo Essencial - Papeldo cobrindo serapilheira

artificial com 6leo essencial de £. saligna; Controle — Amostras de serapilheira natural sem cobertura do papelao.
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DISCUSSAO

Considerando todas as amostragens realizadas na area 1, os principais
parametros avaliados indicaram que a fauna edafica se demonstrou indiferente a
presenca de microhabitats artificiais combinados a distintos elementos que
poderiam motivar a intensificagio da sua ocupagdo. As coletas de serapilheira
(tratamento controle) apresentaram um numero muito elevado de colémbolos, fato
pelo qual os dados obtidos podem ter enviesado os calculos de abundancia média
total e de detritivoros totais. Sabe-se que colémbolos vivem agrupados gracas a
sinalizacdo quimica de feromoénios (Verhoef et al. 1977, Liu & Wu 2017) e a grande
densidade de individuos coletados na serapilheira se explica pela sua notavel
participacdo na decomposicdo da matéria organica vegetal (Rusek 1998, Chernova
etal. 2007). Consequentemente, o valor calculado para o indice D foi o mais alto para
o tratamento controle, enquanto que os de | e de H’ foram os mais baixos, mesmo
que a riqueza de grupos taxondmicos observados tenha sido a maior nessas
amostras de serapilheira. Além disso, a baixa similaridade apresentada pelos indices
de Morisita e Jaccard, separando o tratamento controle dos demais em relagido a
abundancia e a composi¢cdo dos grupos taxondmicos, corrobora a contribuicdo

significativa da quantidade de colémbolos coletados.

Observando o mesmo cendrio, mas avaliando apenas as diferengas entre os
abrigos, o tratamento com a pré-agregacao de B. glaberfoi o que se destacou quanto
a abundancia média total de individuos, com maior propor¢do de amostras com
fauna edafica, com isopodos totais e com B. glaber. Também apresentou a maior
frequéncia de detritivoros, de abundancia média de A. floridana e de B. glaber, além
da Unica recaptura para esta ultima espécie. O maior nimero de is6podos nesse
tratamento provavelmente ocorreu pela sinalizacdo do feromdnio de agregacao
(Takeda 1980), emitidos pelos tatuzinhos ja presentes no abrigo. Evolutivamente, o
comportamento de agregacdo em Oniscidea foi fundamental na colonizacao do
ambiente terrestre, pois limita a perda de agua pela superficie corporal, evitando a
dessecacgdo, e reduz o consumo de oxigénio (Loureiro et al. 2006, Broly et al. 2013).
Além disso, uma simples evidéncia da presenca de coespecificos (fezes, por
exemplo) em determinados locais pode sinalizar Aotspots para protecdo contra

predadores, estimulos para eventos de reproduc¢do e pistas de fonte alimentar
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adequada no ambiente em questao (Takeda 1980, Robinson et al. 2011, Beauché &
Richard 2013, Broly et al. 2013). A preferéncia pela ocupacao dos abrigos com
tatuzinhos ainda é ratificada por mais trés evidéncias estatisticas. Pelo teste Qui-
quadrado para os is6podos coletados foi constatada disparidade na distribuicdo da
abundancia entre os abrigos. O valor de ], o mais baixo entre os tratamentos com
abrigos, apontou desigualdade no numero de individuos entre os grupos
encontrados nos abrigos com a pré-agregacao de B. glaber. Por fim, o D calculado,
indicou que o nimero de individuos de alguns grupos pode ter se sobressaido aos

demais, que neste caso foi Isopoda.

Quanto a auséncia de B. glabernos abrigos com serapilheira artificial e 6leo
essencial de E. saligna, ocorreu como a hipdtese levantada neste trabalho. Clingers
apresentam certo nivel de sensibilidade sensorial em relacdo ao ambiente que
habitam, em consequéncia da espessura da sua cuticula do exoesqueleto, do
tamanho do segundo par de antenas e do seu comportamento antipredatdrio
(Schmalfuss 1984, Hild et al. 2008, Wood et al. 2017). Kenne et al. (B, em
preparacdo), trabalhando com exposicdo individual de B. glaber ao mesmo 6leo
utilizado nos abrigos em campo do presente estudo, observaram a espécie ocupando
locais opostos ao volatil de E. saligna. Outros trabalhos também relatam o
comportamento de repulsa por parte artrépodos em relagdo a 6leos essenciais
(Koschier & Sedy 2003, Yang & Ma 2005, Erler et al. 2006, Batish et al. 2008, Louppe
et al. 2008, Mousa et al. 2013).

Na area 2, cada tratamento exibiu alguma particularidade em relacdao aos
parametros calculados com os dados observados. Quantitativamente foi registrada
alta similaridade entre os tratamentos na abundancia entre todos os grupos
taxonomicos coletados, exceto por Isopoda nos abrigos com agregacao pré-formada
de A. vulgare, nos abrigos com 6leo essencial e no controle. Esse fato é corroborado
pelo baixo indice de Bray-Curtis, separando Isopoda dos demais grupos
taxondmicos, e pelo teste Qui-quadrado. Consequentemente, Isopoda foi o tdxon
que representou a alta proporgao de detritivoros nessa area experimental. Embora
as amostras do controle tenham apresentado a maior abundancia total, o
tratamento do 6leo essencial foi o que exibiu maior abundancia média da fauna

edafica em decorréncia do maior nimero de abrigos ocupados. Oleo essencial de
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espécies vegetais como F. saligna geralmente tem efeitos de repeléncia para a
grande maioria dos artrépodos (Yi et al. 2007, Toloza et al. 2008), principalmente
para insetos fitéfagos como ja citado anteriormente (Tarelli et al. 2009, Gillilan
2012, Regnault-Roger et al. 2012), e também para isépodos terrestres (Singh et al.
1991). Porém, Kenne et al. (B, em preparagdo) relacionaram a presenca de
tatuzinhos em serapilheira natural de eucalipto como uma estratégia alternativa de
evitar contato com predadores de oniscideos em potencial. Curiosamente, B
sellowii e A. floridana (clinger e runner, respectivamente) foram as espécies que
exibiram maior contribuicdono total de is6podos para esse tratamento.
Fisiologicamente, esses dois grupos ecomorfologicos sdo menos resistentes a esse
tipo de exposicdo quimica ambiental do que rollers (A. vulgare) visto suas
caracteristicas relacionadas a espessura da cuticula e aos receptores sensoriais
(Wood et al. 2017, Kenne et al. 2019, Kenne et al. A, B, em preparacao). A fauna de
solo presente no assoalho florestal de origem de espécies de eucalipto é adaptada a
microhabitats repletos de compostos organicos, originarios de eventos de lixiviacdo
e armazenamento de dgua no solo (Siqueira et al. 2016) e que, inclusive, a
solubilizacdo desses metabodlitos secundarios presentes nesse material vegetal é
uma das principais motivacdes para a colonizacdo desses locais por detritivoros
(Tonello et al. 2014). Nota-se também que O6leos essenciais sdo volateis em
constante liberacdo, e a sua quantidade acumulada presente no ambiente é
inversamente proporcional ao tempo transcorrido (se ndao houver uma fonte
renovavel no local), além de que a sua influéncia nos diversos organismos
dependem da sinergia de fatores ambientais e da espécie vegetal de origem (Nerio

etal. 2010, Isman et al. 2011, Anderson & Coats 2012).

Predadores (aranhas na sua totalidade) foram registrados em maior
abundéancia nos microhabitats com 6leo essencial. Para aracnideos generalistas, a
utilizacdo de artefatos caidos no assoalho florestal como esconderijo aumentam as
chances de encontros com as suas presas (Schmalhofer 2001, Romero &
Vasconcellos-Neto, 2004, 2007). Possivelmente a quantidade de dleo essencial
utilizadas nos abrigos artificiais nessa area experimental (~8pul) ndo surtiu efeito
negativo para as aranhas coletadas, tornando esses microhabitats passiveis de
exploragcdo por esses individuos. Provavelmente, a motivacdo se reflete na
abundancia de oniscideos nos mesmos abrigos, visto que tatuzinhos sdo itens
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alimentares de aranhas (Rezéé & Pekar 2007, Souza-Silva & Ferreira 2014, Tuf et al.

2015).

Ainda que ndo tenha apresentado diferenca estatistica significativa (o que
vai de encontro a hipotese deste estudo para a espécie), a maior abundancia de 4.
vulgare da area 2 foi registrada nos abrigos com seus coespecificos pré-agregados
(considerando apenas os tratamentos dos abrigos), como o que ocorreu na area 1
com B. glaber. Essa observacao so reforca o fato de que os meios utilizados para a
sinalizacdo em Isopoda tém grande importancia espécie-especifica (Hassall &

Dangerfield 1989, Jeanson & Deneubourg 2007, Yao et al. 2009).

Para a 4rea 3, o tratamento com maior propor¢do de amostras ocupadas por
fauna edafica foram os abrigos sem aditivos. Além da maior abundancia total de
individuos coletados (porém ndo estatisticamente significativa), esses
microhabitats também se destacaram pela grande frequéncia de Formicidae.
Formigas sdao organismos dominantes em muitas comunidades ecolégicas, exibem
diversas formas de forrageamento para maximizar o aproveitamento dos recursos,
ocupando todos os espacos disponiveis e geralmente apresentam elevada
abundancia e riqueza de espécies, além de desempenharem uma variedade de
servicos ecossistémicos (Majer 1983, Holldobler & Wilson 1990, Silva & Brandao
1999, Fonseca & Diehl 2004). Utilizando telhas de barro como microhabitats
cripticos, Podgaiski et al. (2007) observaram uma grande quantidade de formigas
coletadas embaixo desses abrigos. Os autores ressaltaram a importancia desses
microambientes para forrageamento e nidificacdo para esses organismos. No
presente estudo, consequentemente a grande abundéancia desse grupo nos abrigos
sem aditivos, foram calculados valores baixos para H' e | e alto para D nesse
tratamento, além de distingui-lo dos demais microhabitats artificiais pelo indice de

Morisita.

A distribuicao da abundancia de isépodos totais (e por consequéncia, a dos
detritivoros) se concentrou entre os abrigos sem aditivos e os abrigos com
agregacao pré-formada de B. picta, fato que foi corroborado pela auséncia de A.
floridana nos abrigos com 0Gleo essencial de E. saligna e no tratamento controle.
Curiosamente, as duas espécies de Isopoda mais abundantes nesta area
experimental sdo runners e exibiram distingdo na ocupa¢do nos abrigos e nas
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amostragens de serapilheira. Diferencas entre o comportamento observado de B.
picta e A. floridana frente a exposicdo da mesma quantidade de 6leo de E. saligna
foram também registrados por Kenne et al. (B, em preparacgdo). Nesse trabalho, os
autores justificaram a mortalidade constada para A. floridana pela impossibilidade
de os individuos usufruirem do artificio de dispersao em alta velocidade devido ao
menor espacgo disponivel nas placas de Petri, enquanto que B. picta demonstrou
maior resisténcia ao volatil em arenas maiores. Além disso, o intervalo de tempo
entre a instalagdo e a retirada dos abrigos em campo na area 3 foi diferente das
demais areas, pois todos foram colocados no assoalho florestal no primeiro dia e
apenas 1/4 foi retirado a cada dia subsequente. Com isso, infere-se que os ultimos
abrigos recolhidos no quarto dia ja estariam expostos a uma quantidade de dleo
reduzida, tornando-os potencialmente mais habitaveis para invertebrados mais
sensiveis (Isman 2000). Mesmo que, dos isépodos registrados, apenas B. pictatenha
ocupado os abrigos com serapilheira artificial com o volatil, a semelhanc¢a da
composicdo qualitativa de espécies da fauna edafica entre esse tratamento com os

da pré-agregacdo apresentou a maior valor do indice de similaridade de Jaccard.

0 monitoramento do deslocamento das trés espécies de isdpodos terrestres
ndo foi possivel devido ao baixo nimero de individuos recapturados. Embora alguns
estudos relatarem que a utilizagcdo de técnicas de marcagdo com esmalte de unha
ndo sejam viaveis com oniscideos devido a abrasao e influéncia negativa no ritmo
das atividades dos animais (Drahokoupilova & Tuf 2012, Tuf et al 2013), Kenne et
al. (2019) demonstram que a durabilidade do material perdura por pelo menos 15
dias (em laboratoério). Além disso, Kenne et al. (C, em preparagdo) acompanharam a
dindmica de percepg¢ao individual de trés espécies de isopodos e seus coespecificos
antes e depois da marcag¢ao, bem como a eventual influéncia dessa técnica no habito
alimentar das mesmas espécies de tatuzinhos testadas também no presente estudo
(Kenne et al. 2019). Os autores nao registraram nenhum aspecto negativo do
processo de marcacdo com esmalte de unha para os parametros avaliados. Dentre
os oniscideos coletados durante os experimentos, nenhum apresentou resquicios de
material colorido, tdo pouco os dois individuos recapturados exibiram algum indicio
de alteragdo morfolégica que fosse visivelmente perceptivel devido ao processo de

marcacao.
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Furukawa et al. (2017) obtiveram uma taxa aproximada de 26% de
recaptura (individuos marcados) em seu estudo de observacao do deslocamento de
A. vulgare entre os prédios de uma Universidade, através da procura ativa em
pontos especificos e por amostragem por tempo. A area experimental incluia
estruturas de concreto e era atravessada por ruas de asfalto. Os autores registraram
a espécie atingindo a marca de deslocamento de 24 metros em um dia,
ultrapassando o que foi relatado por Paris (1965) (25 metros em 20 dias). Nesse
mesmo trabalho, foi observado que A4. vulgarepode percorrer até 49 metros em uma
hora (em laboratorio), e associando a atividade noturna de aproximadamente trés
horas continuas (Drahokoupilovd & Tuf 2012), inferiram que a espécie
potencialmente atinge uma distancia de 150 metros de um dia para o outro
(Furukawa et al. 2017). Longas distancias percorridas também ja foram registradas
para o isépodo do deserto Hemilepistus reaumuri (Milne-Edwards, 1840), o qual
Warburg et al. (1984) observaram individuos atingindo a marca de 548 metros em
5 dias (mais de 100 metros por dia). No presente estudo, o espacamento entre os
abrigos dispostos em campo pode ter sido suficiente para os 20 individuos iniciais
de cada réplica terem seguido a direcdo entre esses pontos e ndo terem percebido a
presenca dos microhabitats artificiais, se distanciando para fora da area
experimental até o dia seguinte, antes do primeiro evento de inspecao dos abrigos.
Além disso, as matrizes do assoalho florestal das areas experimentais nao eram
inteiramente homogéneas, apresentando alguns artefatos fisicos (galhos, volume
desigual de serapilheira) distribuidos de forma aleatéria, o que pode ter

influenciado no direcionamento da dispersao dos is6podos marcados inicialmente.

Independentemente de nao ter sido uma das espécies foco da tentativa de
monitoramento de dispersao e deslocamento de isdpodos terrestres entre os
abrigos devido ao seu tamanho diminuto em relacdo as demais espécies de
oniscideos tratadas no presente estudo, 4. floridana se destacou pela sua presenca
em todas as trés localidades dos experimentos. Nas areas 1 e 2 a abundancia total
dessa espécie foi maior do que a de B. glaber e A. vulgare, respectivamente.
Atlantoscia floridana ja é registrada como espécie muito comum e abundante em
florestas naturais e em cendrios antropizados, além de areas com altos indices de
residuos de carvdo mineral (Araujo & Bond-Buckup 2005, Lopes et al. 2005,
Quadros et al. 2009, Podgaiski et al. 2011).
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Muitos taxons foram registrados em baixa abundancia nos abrigos, como
nos casos de blatédeos, opilides, neurdpteros, coledpteros, acaros, moluscos,
dermapteros, diplopodos, hemipteros e pseudoescorpides. Opilides, por exemplo,
sao onivoros que utilizam o mesmo abrigo por longos periodos, e forrageiam
alternando de comportamento entre a tatica de “senta-e-espera” e a procura ativa
por alimento, sempre retornando para o mesmo esconderijo (Acosta & Machado
2007, Grether & Donaldson 2007, Dos Santos et al. 2013). Mudancas repentinas na
paisagem natural podem influenciar diretamente no reconhecimento do espago por
esses individuos (Dos Santos et al. 2013). Blatédeos também estabelecem relagdo
similar no processo de forrageio e retorno para um mesmo abrigo, onde
normalmente sdo ocupados por um grande numero de coespecificos, e é nesse
momento em que os animais realizam trocas de informac¢des quimicas do ambiente
ao redor (Lihoreau & Rivault 2011, Lihoreau et al. 2012). O registro de poucos
individuos representando esses dois taxons pode estar relacionado ao curto periodo
de amostragem do presente experimento e, possivelmente, as distintas dindmicas
de dispersdo entre microhabitats favoraveis e premissas de estabelecimento de

populagdes vidveis para esses grupos.

De modo geral, os principais grupos taxonémicos colonizadores dos abrigos
do presente estudo nas trés areas foram Araneae e Isopoda. A presenca desses
organismos em todas as variedades disponiveis de microhabitats artificiais indica
que essas estruturas, e as combinacdes de simulacdes de elementos quimicos e
fisicos do ambiente, podem servir como modeladores da (re)estruturacdo de
comunidades de invertebrados de solo. Para Melo et al. (2009), predadores e
detritivoros ocupam os principais nichos das cadeias troficas da serapilheira e da
camada superficial do solo. As aranhas tém um importante papel como predadores,
atuando no controle populacional de invertebrados menores (Maloney et al. 2003,
Melo et al. 2009). Além disso, Podgaiski et al (2007) inferiram que provavelmente
esses animais podem ser beneficiados pela presenca de abrigos cripticos no que diz
respeito a sua utilizacdo como substrato para deposicdo de ovos, hotspots para

acasalamento e prote¢do contra eventos abioticos.

Papeldo como abrigo artificial tem sido empregado em estudos que

almejam descricdes de perfis populacionais de determinadas espécies, para
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observacgdes sobre diversidade de grupos taxondmicos comparando areas distintas,
ou ainda funcionando como armadilhas para controle de pragas em plantagdes
(Ferguson & Berube 2004, Horton et al. 2006, Sucking et al. 2006, Logan et al. 2007,
Kawashima & Jung 2010). Para Isopoda, frente ao grande papel que os tatuzinhos
tém como colonizadores primadrios, a técnica com abrigos artificiais de papelao
demonstrou grande relevancia no objetivo de ocupagdo direcionada ao grupo, o que
pode inferir éxito da metodologia em experimentos de restauracdo de areas
degradadas em estagios iniciais de sucessdo ecologica. Sabe-se da importancia dos
detritivoros e dos demais invertebrados edaficos nos processo de recuperacgdo das
fungdes do solo (Syner & Hendrix 2008, Menta 2012, Souty-Grosset & Faberi 2018),
e por essa razdo, a iniciativa da utilizacdo de abrigos artificiais que simulam
microhabitats proximos da realidade potencializam a dinamica de colonizacao e
estabelecimento de comunidades estaveis nesses locais. Todo esse processo induz a
aceleracdo da chegada de novas espécies que vao compor tanto a fauna e a flora
local, enriquecendo a diversidade, ocupando novos nichos, restabelecendo
interacdes intra e interespecificas, e agregando ao ciclo de nutrientes do espaco
recuperado (Hooper et al. 2000, Wardle et al. 2004, 2006, Podgaiski et al. 2007,
Syner & Hendrix 2008, Podgaiski & Rodrigues 2010, Menta 2012).

Mesmo que o periodo em que os abrigos estiveram disponiveis em campo
tenha sido relativamente curto para responder questdes sobre estabilidade de
populagdes habitando essas estruturas, as variadas combinac¢ées de papelao com
elementos fisicos e quimicos influentes para isépodos terrestres cumpriram o
objetivo de fornecer informacdes sobre a eficiéncia da atratividade e ocupacdo
desses microhabitats artificiais em ambientes naturais. Embora nao tenha sido
possivel o monitoramento do deslocamento individual dos is6podos entre os
abrigos, estudos com esse enfoque ainda sdo necessarios com oniscideos. Conhecer
a habilidade de locomocao, dispersdo e migracao das espécies é importante para
estimar os padroes de sua distribuicdo e determinar a estrutura de comunidades
(Hubbel 2001, Koike & Iwasaki 2011). O aprimoramento do método, que descreva
a dinamica de locomocao a favor (ou contra) de diferentes artefatos combinados,
por periodos prolongados, em areas de distintas matrizes florestais, contribuira
para a compreensdo de estratégias de recolonizacao de habitats, inclusive, com
outros invertebrados de solo.
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CONSIDERACOES FINAIS

No ambito da ecologia do movimento, a qual objetiva entender a dinamica
do antes, durante e depois do deslocamento dos seres (Nathan et al. 2008, Thurfjell
et al. 2014), a presente tese trouxe aspectos comportamentais de is6podos
terrestres e a relacdo com influéncias quimicas e fisicas do ambiente relacionados
ao deslocamento dos oniscideos no processo de locomoc¢do na selecio de
microhabitats artificiais, além de questdes de possiveis interacdes interespecificas
com a fauna edafica presente nos cendrios estudados. Para tal, cada capitulo deste
trabalho contribuiu com uma parcela para o entendimento dos resultados
observados, tanto de forma metodolégica (Capitulos 1 & 2), como de forma
avaliativa de parametros indicadores (Capitulos 2, 3 & 4) para o experimento final

em campo (Capitulo 5).

De acordo com Hagler & Jackson (2001), em estudos de marcagdo-
recaptura de animais, a durabilidade da marca é considerada o principal aspecto de
uma técnica para que o material seja considerado “eficiente”. Além disso,
Southwood & Henderson (2000) ressaltaram que a sobrevivéncia e o
comportamento dos animais ndo devem ser afetados pelo processo de marcagao
para que uma técnica seja considerada plausivel e confidavel. No Capitulo 1 foi
possivel observar a eficiéncia de materiais para a utilizacao do método de marcagao-
recaptura em isépodos terrestres em laboratério. Comparando a sobrevivéncia dos
individuos de trés grupos ecomorfoldgicos distintos de oniscideos, constatou-se que
esmalte de unha foi o material que afetou os isépodos de forma “menos negativa”, e
exibiu durabilidade adequada para estudos que ndo ultrapassassem 15 dias de
observacao. Além disso, tomando como base um dos comportamentos mais
importantes para os seres vivos — a habilidade de ingerir alimento - certificou-se
que os isopodos marcados com esmalte se alimentaram de forma similar aos que
ndo passaram pelo processo de marcagao. Porém, o que seria interessante testar em
trabalhos futuros é o percentual de taxa de recaptura em campo, em areas cercadas
ndo muito extensas (algo em torno de 1 x 1 metro), através da procura ativa de
individuos. Visto que a taxa de recaptura no Capitulo 5 foi extremamente baixa
(mesmo que o método tenha sido por inspecdo de hotspots), esse tipo de ensaio

poderia responder se o resultado observado no capitulo final da tese foi devido a
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algum tipo de abrasdo ambiental (perda da marca) ou se corroboraria ao fato de que
os isépodos marcados inicialmente (e os durante o experimento) simplesmente

seguiram se deslocando entre os abrigos artificiais dispostos em campo.

No Capitulo 2, foi dado continuidade aos testes de comportamento sob
influéncia da marcacdo com esmalte de unha com os diferentes grupos
ecomorfologicos de isépodos terrestres. A agregacao é um evento essencial para a
existéncia dos oniscideos, pois é através dela que os individuos podem aumentar a
taxa de sobrevivéncia, encontrar parceiros reprodutivos e diminuir a perda de agua
para o ambiente (Hornung & Warburg 1996, Broly et al. 2012, 2013). Através dos
experimentos foi possivel perceber que os isépodos nao perderam a habilidade de
encontrar coespecificos depois de serem marcados com esmalte de unha, além de
conseguirem integrar agregacdes em processo de formacdo. Esse resultado
corroborou para o uso do material para a marcagdo sem prejudicar o
comportamento gregario dos animais. Da mesma forma que no Capitulo 1, um
mesmo desenho experimental poderia ser replicado em campo em estudos futuros,
em areas cercadas de pequenas dimensdes, com observacdes em intervalos de
tempo maiores, a fim de confirmar e comparar a estabilidade dos is6podos
marcados com nao-marcados em agregacoes pré-formadas, ou observar a dinamica

de agregacao de individuos de ambos os status (com/sem marca).

Em relagdo a atratividade alimentar referente a diferentes concentragoes
de flavonoide isolado presente em um alimento artificial, o terceiro capitulo da tese
demonstrou que as trés espécies de isdbpodos tém maior afinidade (ingerem maiores
quantidades) as menores doses de rutina. Sabe-se que as caracteristicas quimicas
da serapilheira, no que diz respeito ao teor de metabdlitos secundarios vegetais,
refletem ao tempo que o material estd no assoalho florestal em decomposicao
(Zimmer 2002, Wood et al. 2012). Essas informac¢des podem servir para aprimorar
estratégias de manejo de paisagens, visto que a remocao fisica da serapilheira em
espacos naturais depende dos detritivoros (Lindenmayer & Franklin, 2002). O
grande destaque desse capitulo foram os diferentes efeitos na alteracdo de biomassa
dos trés grupos ecomorfolégicos de oniscideos, mostrando que mesmo pertencendo
a um mesmo grupo taxondmico, cada espécie assimila o que foi ingerido de uma

forma distinta. Quanto a metodologia utilizada, outros desenhos experimentais
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podem ser desenvolvidos em experimentos futuros, para outras formas de analise
de dados, como por exemplo, em arenas de dupla escolha de alimento artificial com

duas concentracoes distintas de flavonoide, ou ainda com flavonoides diferentes.

Sobre a potencial toxicidade de dleos essenciais para isépodos terrestres,
no Capitulo 4 foi possivel observar que, novamente, o comportamento de agregacao
tem grande importancia na sobrevivéncia de oniscideos. Além disso,
individualmente os isoOpodos sdao mais exploradores, se colocando em maior
exposicao aos locais com foco de volatilizacdo de 6leo, enquanto que em grupo se
estabilizam em pontos opostos, com maior protecdao. De acordo com os atributos
morfolégicos e as estratégias fisiolégicas de cada espécie de cada grupo
ecomorfologico de isépodos testadas, diferentes niveis de adaptagdes foram
verificados. Em ambientes naturais, a presenca de oniscideos em serapilheira de
Eucalyptus spp. pode ser explicada por diversos outros fatores, como por exemplo,
uma alternativa de protecdao contra predadores, ja que as folhas dessa espécie
vegetal ndo sdo consideradas itens alimentares para is6podos, devido a sua rigidez
e a possivel presenca de outros metabdlitos secunddarios vegetais (Martins et al.
2013, Tonello et al. 2014). Tatuzinhos que colonizam esse tipo de assoalho florestal

podem também indicar niveis baixos de volateis no ambiente.

Considerando que a distribuicdo espago-temporal dos individuos é
influenciada pela sinalizacao quimica e fisica do ambiente, bem como pelo nivel das
interacOes intra e interespecificas (Jeanson & Deneubourg 2007), o capitulo final da
tese apresentou resultados promissores quanto a compilacdo dos parametros e
técnicas testadas nos capitulos anteriores para os atributos dos abrigos artificiais.
Porém, frente as diferencas de escala entre laboratorio e campo, algumas
adaptagdes foram necessarias, como o aumento das quantidades de 6leo essencial
de E. saligna e das concentracdes de flavonoide utilizadas em associacao aos
microhabitats artificiais. Além disso, o monitoramento do deslocamento dos
isobpodos nas areas experimentais nao foi possivel, ndo devido a inefetividade da
técnica de marcagdo-recaptura, mas muito provavelmente pela dindmica
(amostragem por ponto e ndo procura ativa), intervalo de tempo entre as coletas de
dados (diaria, por quatro dias) e o espacamento entre os abrigos disponiveis em

campo. Apesar do intuito deste experimento ter sido a sua aplicabilidade como
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ferramenta em processos de restauracdo em areas degradadas, o presente estudo
foi desenvolvido em locais de matrizes florestais com pequenas pressdes antrdépicas
(deposito de entulhos, préximos a trilhas de pedestres e em area de parque). Desse
modo, a distribuicdo do papeldo nessas areas teve efeito somatoério aos abrigos
naturais ja disponiveis nesses locais. A fauna edafica naturalmente teve acesso a
outros artefatos florestais para a utilizagdo como reflgio, como troncos e pedras, e
ndo apenas a serapilheira do local, que também foi coletada durante as observacgdes
de campo e considerada como tratamento controle. Mesmo nessas condigdes, a
utilizacdo de abrigos artificiais de papeldao comportando uma agregacao pré-
formada de isépodos terrestres foi a combinacdo que se destacou dentre os
tratamentos, visto a significativa presenca de coespecificos nesses microhabitats na
maioria das areas estudadas. Ainda assim, esse resultado refor¢a ainda mais o
grande papel da comunicagao quimica entre coespecificos de isdpodos terrestres em
ambientes naturais. Para outros taxons, a ocupa¢do dos abrigos artificiais foi

variada.

Para projetos futuros, provavelmente a realizacdo desse ultimo
experimento, com o mesmo objetivo (intensificar a atratividade de abrigos
artificiais para colonizadores primarios) em locais com diferentes niveis de impacto
ambiental (desmatamento e erosdo do solo, por exemplo), promovera resultados
mais robustos para um modelo experimental eficaz na reestruturacao das
comunidades edaficas em ambientes em processo de restauracao. Além disso, mais
abrigos podem ser dispostos em outras configuracées no assoalho florestal, bem
como o intervalo de tempo entre as inspecdes dos microhabitats artificiais pode ser
maior. Associado a esse protocolo, o monitoramento do deslocamento dos is6podos
terrestres pode ser através da procura ativa, ampliando a probabilidade de

recaptura.
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