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Resumo

A variedade de plantas hospedeiras e suas caracteristicas, bem como a
digestdo e assimilacdo dos seus nutrientes por parte dos insetos herbivoros
compreendem mecanismos pré- e pos-ingestivos centrais para a interpretacéo
de fenbmenos da historia de vida dos insetos. Metriona elatior (Klug, 1829) e
Gratiana spadicea (Klug, 1829) (Coleoptera, Chrysomelidae, Cassidinae) tém
diferente comportamento alimentar; a primeira € considerada oligéfaga e ocorre
sobre algumas espécies de Solanum e, a segunda, monoéfaga, tendo sua
ocorréncia limitada a Solanum sisymbriifolium Lamarck. Neste trabalho,
detectamos diferencas comportamentais, através da quantificacdo do tempo
empregado em diferentes atividades (repouso, caminhada, remocédo de
tricomas, alimentacdo e prova do alimento) pelas larvas de primeiro, terceiro e
quinto instares desses dois Cassidinae em cinco diferentes plantas
hospedeiras (Solanum aculeatissimum Jacquin, Solanum atropurpureum
Shrank, Solanum melongena Linnaeus, S. sisymbriifolium e Solanum viarum
Dunal), durante 6 horas consecutivas. Diante do habito oligéfago de M. elatior,
observamos a ocorréncia de diferencas na performance em seis espécies do
género Solanum (as mesmas citadas anteriomente em adicdo a Solanum
guraraniticum Hassl), além da escolha alimentar das larvas e preferéncia de
oviposi¢cdo. Em adicdo, com o uso da morfometria geomeétrica, avaliamos se
diferentes tipos de alimentag&o durante o estagio larval influenciam na forma e
tamanho das estruturas corporais dos adultos. Os diferentes graus de
especializacdo de G. spadicea e M. elatior tém grande influéncia no
comportamento das larvas, quando em diferentes plantas hospedeiras. M.

elatior apresentou-se plastica em relagcdo ao comportamento de G. spadicea,



Xiv
as quais apresentaram respostas divergentes quando sobre outras plantas que
nao sdo sua hospedeira usual. M. elatior apresentou maior performance sobre
S. aculeatissimum, S. atropurpureum e S. viarum, e uma clara desvantagem
em se alimentar de S. guaraniticum, S. melongena e S. sisymbriifolium, o que
foi também confirmado pelos testes de escolha alimentar pelas larvas e
oviposicao pelas fémeas. Além disso, a alimentacdo em diferentes hospedeiras
trouxe consequéncias para a forma e tamanho de estruturas corporais dos
adultos, que sao importantes evolutivamente no contexto da selecao natural

(véo) e sexual (genitélia).
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Apresentacao

A presente tese esta estruturada por uma “Introducdo Geral” com o
objetivo de proporcionar um melhor entendimento sobre o tema estudado,
aspectos relevantes sobre as espécies envolvidas e método adotado. A sequir,
sdo apresentados os trés capitulos, na forma de artigos cientificos. O Capitulo |
caracteriza o emprego do tempo em diferentes atividades comportamentais das
larvas de Metriona elatior e Gratiana spadicea em cinco espécies de Solanum.
Tendo em vista o habito oligéfago de M. elatior, o Capitulo Il aborda a
performance e preferéncia alimentar das larvas e a preferéncia de oviposicao
das fémeas em seis espécies de Solanum. O Capitulo Il trata das
consequéncias na forma e tamanho das asas e genitalia dos adultos de M.
elatior diante da variedade de plantas hospedeiras durante o estagio larval. Por
fim, situam-se as “Considera¢fes Finais” que contém um resumo das principais
conclusdes dos trés artigos desenvolvidos nesta tese.

A tese estd formatada em conformidade com as normas da revista
Zoologia, editada pela Sociedade Brasileira de Zoologia. As normas para

publicacdo desta revista sdo apresentadas nos anexos.



1. Introducao geral

1.1. Sobre os herbivoros: Gratiana spadicea (Klug, 1829) e Metriona elatior
Klug (1829) (Coleoptera, Chrysomelidae, Cassidinae)

Larvas e adultos de G. spadicea desenvolvem-se em uma Unica planta -
Solanum sisymbriifolium Lamarck, considerada pioneira das regides
temperadas e tropicais da América do Sul e invasora de locais abertos como
pastagens, potreiros e culturas de trigo, milho, arroz, batata e soja (GROTH
1989, MENTZ & OLIVEIRA 2004).

Gratiana spadicea € um organismo bastante estudado, principalmente
por ser considerada mondfaga. Tais trabalhos dizem respeito a fecundidade e a
longevidade (ALBUQUERQUE & BECKER 1986), morfologia e histologia dos 6rgaos
reprodutivos internos das fémeas (BECKER & ROMANOWSKI 1986), parasitéides e
predadores das ootecas e mortalidade no estagio de ovo (BECKER & FRIEIRO-
CosTA 1987, 1988), e ainda, ecologia populacional (BECKER & FREIRE 1996).
Alguns estudos indicam que G. spadicea apresenta grande potencial como
agente de controle bioldgico de S. sisymbriifolium, uma vez que a mesma é
invasora de culturas e pastagens (KVASINA & PONCE DE LEON 1985, HiLL &
HULLEY 1995, HiLL et al. 1997, OLCKERS et al. 2002).

MEDEIROS & MOREIRA (2002, 2003, 2005) estudaram aspectos da
interacdo entre G. spadicea e S. sisymbriifolium no que diz respeito ao
deslocamento das larvas sobre a superficie foliar, a qual € coberta de tricomas,
bem como em relacéo as atividades de alimentacéo e oviposi¢cdo. Observaram
que os tricomas estrelados de S. sisymbriifolium foram inteiramente ou
parcialmente removidos pelas larvas antes da alimentacdo e que estas

apresentam preferéncia por aguelas de menor densidade de tricomas. E, além



disso, demonstraram que as larvas, quando alimentadas com discos foliares
cujos tricomas estrelados foram removidos, apresentaram uma taxa de
sobrevivéncia significativamente maior.

BoLIGON (2007) verificou que a densidade de tricomas estrelados de S.
sisymbriifolium influencia o tempo dedicado a alimentacdo das larvas de G.
spadicea. Ou seja, um maior tempo dedicado a remocdo destas estruturas
diminuiu o tempo empregado na ingestdo de alimento. Além disso, BOLIGON et
al. (2009) detectaram que a ingestado acidental de tricomas e a passagem de
alguns fragmentos destes através do canal alimentar podem estar relacionados
com a alta mortalidade observada por MEDEIROS & MOREIRA (2005), pois estas
estruturas em contato com o epitélio do tubo digestivo podem danificar o
mesmo e causar a morte das larvas.

MEDEIROS & MOREIRA (2008) observaram que G. spadicea é capaz de
explorar novas hospedeiras em laboratério e obtiveram adultos, porém em
menor nimero, em Solanum guaraniticum Hassler, Solanum viarum Dunal e
Solanum atropurpureum Shrank. Mas, sob condi¢cfes naturais, ndo ha registros
para essas ou qualquer outra hospedeira.

Metriona elatior € uma espécie oligéfaga, hdspede de pelo menos quatro
espécies de Solanum no Rio Grande do Sul: S. viarum, S. sisymbriifolium
(Buzzi 1994, HiLL & HuLLey 1996, MEeDEIROS et al. 1996), Solanum
atropurpureum Shrank , Solanum aculeatissimum Jacquin (LIMA et al. 1968) e
Solanum melongenea Linnaeus, que é cultivada (MENTZ & OLIVEIRA 2004).

Segundo HiLL & HULLEY (1996), M. elatior deve ser considerada oligéfaga
e desenvolve-se de forma satisfatoria em S. sisymbriifolium (75% de

sobrevivéncia), Solanum acanthoideum Dunal (66%), S. aculeatissimum (65%)



e inclusive na cultivada S. melongenea (45%). MEDAL et al. (1999) verificaram a
oviposicdo em S. melongena e S. viarum e alimentagcdo em S. melongena, S.
viarum, Solanum capsicoides Allioni e Solanum elaeagnifolium Cavanaugh.
Ainda, RossiNI et al. (2002), em condi¢gbes de quarentena, verificaram o ciclo
de vida e éarea foliar consumida por larvas e adultos de M. elatior sobre folhas
de S. viarum.

Houve tentativas de utilizar M. elatior para controle biolégico de
solanaceas invasoras. Para controlar S. viarum, os testes conduzidos foram
considerados bem sucedidos pelos autores, apesar da observacdo de dano
foliar na cultivada S. melongena (MEeDAL et al. 1999, BREDOW et al. 2007). Mas,
para o controle de S. sisymbriifolium nédo foi recomentada a utilizacdo de M.
elatior, pois as larvas se alimentaram e as fémeas colocaram ovos em outras
exoticas e também em S. melongena (HiLL & HULLEY 1996).

Das hospedeiras potenciais citadas no Rio Grande do Sul para M.
elatior, ocorrem S. aculeatissimum, S. atropurpureum, S. capsicoides (somente
na costa), S. sisymbriifolium, S. viarum e em S. melongena, que é cultivada

(MENTZ & OLIVEIRA 2004).

1.2. Sobre as plantas: Solanum Linnaeus

O género Solanum distribui-se nas regifes tropicais e subtropicais das
Américas, Africa e Australia e, em menor nimero, na Europa e Asia. S&o
geralmente arvores, arbustos ou ervas. Os ramos, folhas e inflorescéncias séo
glabros ou com indumento espesso ou denso, formado por tricomas de
diversos tipos. As espécies que serdo abordadas neste trabalho sdo, a menos

que referenciado, caracterizadas conforme MENTZz & OLIVEIRA (2004):



Solanum aculeatissimum - Arbusto (0,3 a 1,2m de altura), muito
ramificado. Folhas com a face adaxial coberta de tricomas simples e
glandulares e, a face abaxial, com as nervuras cobertas por tricomas simples,
estrelados e glandulares. Ocorre na regifo sudoeste e sul do Brasil. E comum
em clareiras e orla das florestas, beiras de estradas, terrenos baldios e
capoeiras. E conhecida popularmente como joa, joa-melancia e mata-cavalo;

Solanum atropurpureum - Arbusto (até 1,8m de altura), com caule ereto,
pouco ramificado. Folhas com a face abaxial coberta por raros tricomas e face
adaxial glabra. Encontrada em S&o Paulo, nos estados da regido sul do Brasil,
no Paraguai, Uruguai e Argentina. Ocorre em todas as formacdes vegetais,
como clareiras de mata, capoeiras e margens de estradas. E conhecida
popularmente como joa-roxo;

Solanum guaraniticum — Arbusto ereto (de até 2m de altura). Folhas com
face adaxial verde com tricomas esparsos e face abaxial coberta por tricomas
estrelados pedicelados formando um tapete denso e esbranqui¢cado. Ocorre no
Paraguai, Argentina e no Brasil de Minas Gerais ao Rio Grande do Sul. Na
Regido Sul ocorre em todas as formacdes vegetais. E conhecida popularmente
como jurubeba,;

Solanum melongena - Erva (até 1m de altura). As folhas apresenta-se
densamente coberta por tricomas estrelados. E natural da india e introduzida
no Brasil principalmente devido aos frutos utilizados para a alimentagéo. E
cultivada em todas as regides do Brasil e regides tropicais e temperadas do
mundo. E conhecida popularmente como berinjela (SMITH & DOWNS 1966, LIT &
BERNARDO 1990);

Solanum sisymbriifolium - Subarbusto ou arbusto (até 2m de altura)



ramificado, com ramos estendidos lateralmente, raramente ereto. Folhas com a
face abaxial e adaxial coberta por tricomas tectores simples, estrelados e
glandulares curtos e longos e ambos tricomas glandulares secretam lipidios,
fendis e alcaldides (BoLiGON 2007). Tem ampla distribuicdo, ocorrendo no
Brasil, Paraguai, Argentina e Uruguai podendo ser encontrada em outros
paises, onde foi introduzida. Encontrada em todas as formacdes vegetais do
sul do Brasil, nos campos, clareiras das matas, matas abertas, secundarias,
capoeiras, margens de estradas, entre outros. E conhecida popularmente como
joa, joa-bravo, mata-cavalo;

Solanum viarum - Arbusto (até 1m de altura), com ramificacdes eretas.
As folhas com ambas as faces densamente cobertas por tricomas tectores
simples, estrelados e tricomas glandulares (MEDEIROS et al. 2004). E
encontrada em todos os paises do sul da América do Sul e em todas as
formacdes vegetais do sul do Brasil, preferencialmente em campos. E
conhecida popularmente como jo4, joa-bravo, arrebenta-cavalo;

Miz et al. (2008) realizaram uma revisdo global sobre as relagcbes
filogenéticas pré estabelicidas através de analises moleculares de algumas
espécies de Solanum do sul do Brasil e as plantas utilizadas nesta tese estéao
organizadas em duas sec¢des do subgénero Leptostemonum: 1) Acanthophora,
que contém S. atropurpureum em um clado irmdo que abrange S.
aculeatissimum e S. viarum, as quais sao especies irmas, e 2) Torva, a qual
pertence S. guaraniticum e esta estreitamente relacionada a S. melongena e S.
sisymbriifolium, que pertencem a outra secdo potencialmente um grupo irméao
da secdo Torva. Tais resultados corroboram as j& evidenciadas e bem

suportadas relagdes observadas em estudos utilizando dados de duas regides



nucleares do DNA e uma regido do cloroplasto (LEVIN et al. 2006) e técnicas de

RAPD (Poczal et al. 2008).

1.3. Aspectos sobre interacao inseto-planta

Na selecdo da planta hospedeira ha o envolvimento freqlente de
aleloguimicos agindo como atrativos, estimulantes, repelentes e deterrentes
(BERNAYS & GRAHAM 1988, SLANSKY 1993), e que ocorre em trés fases: 1)
atracdo a possivel fonte de alimento, 2) permanéncia na fonte de alimento e 3)
aceitacdo ou ndo desta (BERNAYS & CHAPMAN 1994). Insetos considerados
especialistas, além de distinguir hospedeiras de ndo hospedeiras, geralmente
sdo capazes de discriminar a sua qualidade (ScrIBER 1982). Geralmente a
prole fica restrita aquela planta devido a baixa mobilidade dos imaturos,
principalmente nos instares iniciais, periodo em que as larvas sdo mais
sensiveis a fatores ambientais (JOHNSON & ZALUCKI 2005, SHELOMI et al. 2010).

A variedade de plantas hospedeiras apresentada por uma determinada
espécie de inseto € uma das suas principais caracteristicas biolégicas, que
pode ser limitada por fatores morfologicos, fisiolégicos e ecoldgicos dessa
interacdo. As plantas apresentam mecanismos de resisténcia contra o ataque
de insetos herbivoros, diminuindo a sobrevivéncia e sucesso até mesmo de
especialistas. Estes mecanismos podem ser de a¢cdo mecanica ou quimica,
como a presencga de tricomas ou dureza foliar (LEvIN 1973, DUFFEY 1986,
JEFREE 1986, SouTHwooD 1986, FERNANDES 1994) e compostos do
metabolismo secundario (LEvIN 1973, JOHNSON 1975), respectivamente. Os
tricomas, além de atuarem como barreiras fisicas, podem reter metabdlitos

como fendis e alcaldides (JOHNSON 1975). Estas propriedades podem interferir



negativamente no crescimento e desenvolvimento de insetos diante da
ingestdo, contato ou inalacdo de toxinas, ou por restricbes fisicas ao
movimento (DUFFEY 1986, MEDEIROS & MOREIRA 2002, MEDEIROS et al. 2004).

A razdo pela qual um inseto herbivoro se alimenta de determinada
espécie ou género de planta dentre tantas que estéo disponiveis no ambiente é
uma das questdes mais pertinentes e discutidas do ponto de vista ecoldgico
(BERNAYS & GRAHAM 1988, HocHuLI 2001). Muitas dessas discussfes tratam da
composicdo quimica das folhas, principalmente no que se refere aos seus
compostos secundarios, que podem atuar como estimulantes ou deterrentes
alimentares. Entretanto, ha mais aspectos que devem ser abordados neste
contexto, dentro do enfoque quimico-mecénico (SEIGLER & PRICE 1976,
WOODMAN & FERNANDES 1991, FERNANDES 1994, WAGNER et al. 2004).

De acordo com SCHOONHOVEN et al. (2005), os insetos ditos olig6fagos
aceitam um certo niumero de espécies de plantas, geralmente pertencentes a
uma mesma familia. Os polifagos, entretanto, aceitam muitas plantas,
pertencentes a diferentes familias. Embora muitas das espécies sejam
consideradas generalistas ao longo de suas distribuicbes geograficas,
comportam-se como especialistas em um dado local (Fox & MORROW 1981).

BERNAYS et al. (2004 a,b) observaram que podem haver diferencas
comportamentais e fisiologicas entre generalistas e especialistas. Em estudos
realizados por esses autores com Arctiidae (Lepidoptera), espécies
generalistas gastaram mais tempo caminhando, provando e rejeitando fontes
potenciais de alimento e em periodos curtos de alimentagcdo quando
comparados aos especialistas, 0 que sugere um custo para essas espécies e

uma vantagem aquelas consideradas especialistas. Entretanto, generalistas



podem ter maior disponibilidade de alimento, bem como, de nutrientes, diante
de um numero maior de hospedeiras.

Um determinado inseto generalista deverd ser menos eficiente em
qualquer planta do que um especialista na sua Unica planta hospedeira, o0 que
estaria favorecendo o habito alimentar especializado, além da vantagem de ter
que codificar apenas o sinal quimico de uma planta e ndo de varias no
momento de selecionar a planta, seja para alimentacdo ou oviposicao
(BERNAYS & GRAHAM 1988). A dieta especializada pode ter impacto consideravel
no tempo de desenvolvimento das larvas de crisomelideos, pois a maioria das
espécies € monodfaga ou oligéfaga, se alimentam de um ou poucos géneros de

plantas (HslA0 1986).

1.4. Plasticidade fenotipica

Charles Darwin, em 1882, ja mencionava, 0 que varios naturalistas
afirmavam, que seres vivos tendem a variar independentemente das condi¢cdes
em que eles e seus progenitores foram criados/expostos, enquanto outros
naturalistas mantinham a posicdo de que toda a variacdo € devida a tal
exposicao, restando a duvida sobre a maneira como 0 ambiente atua nessa
variacdo. Naquela época, Darwin afirmou que ndo havia nenhuma questdo na
biologia tdo importante quanto a da natureza e causas da variabilidade. Hoje
em dia esta habilidade de um organismo em reagir a uma mudanca ambiental
com uma mudanca na forma, estado, movimento, ou taxa de atividade é
definida como plasticidade fenotipica (WEST-EBERHARD 2003).

James Baldwin, em 1896, foi o primeiro a reconhecer plasticidade

fenotipica em individuos e ligar tal fendbmeno a evolucdo. Ele surgeriu que a



expressdo de caracteristicas induzidas pelo ambiente podem evoluir de
maneira a adaptar diferentes fenétipos a diferentes conjuntos de circunstancias
ambientais. Um individuo plastico pode alcangar maior fithess em dois ou mais
ambientes, entretanto, um fendtipo especialista fixado e altamente adaptado a
somente um ambiente vai ser menos ajustavel a um diferente enquanto um
fendtipo generalista fixado vai ter um valor adaptativo moderado em outros
ambientes (WHITMAN & AGRAWAL 2009).

A plasticidade pode acelerar ou retardar processos evolutivos
dependendo do seu efeito na distribuicdo de fenotipos. Quando uma condicéo
produz expressao recorrente de um fendtipo alternativo a plasticidade pode
levar a uma evolucéo direcional. J&4 a geracdo de uma grande variedade de
fendtipos a determinada caracteristica recorrente pode retardar a evolucdo. O
maior beneficio da plasticidade fenotipica pode ser a geracdo de mudancas
genéticas adaptativas em longo prazo, produzindo novidades que podem ser
incorporadas no genoma via assimilacédo genética (WeST-EBERHARD 2003).

Dependendo da frequéncia em que um dado fendtipo é expresso e se
torna recorrente em funcdo de uma determinada condicdo ambiental, esta
sujeito a selecdo e modificacdes em geracdes subsequentes. Na auséncia do
ambiente indutor um dado fendétipo pode desaparecer de uma populagéo e ser
subsituido por outro alternativo que pode, por sua vez, se tornar sujeito a
selecdo (WEST-EBERHARD 1989, NYLIN & JANZ 2009).

Um sistema amplamente estudado neste sentido € dos besouros do
género Onthophagus Latreille, 1802 que apresentam enorme diversidade de
tamanhos de chifres dentro e entre espécies (Moczec 2010). Em uma mesma

espécie a diversidade de fendtipos dos machos ocorre em resposta a variagao
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na nutricao larval e além das mudancas morfolégicas na proporcédo do tamanho
dos chifres em relacgdo ao tamanho corporal, os machos apresentam
comportamento reprodutivo alternativo (Moczek & EMLEN 2000) e investimento
diferenciado no sistema reprodutivo (tamanho do testiculo) (SIMMONS & EMLEN
2006).

E importante salientar que a plasticidade é uma caracteristica sujeita a
selecdo natural e mudancas evolutivas, bem como os diferentes graus de
resposta, sdo geneticamente variaveis (WeST-EBERHARD 1989). Dessa maneira,
a plasticidade fenotipica pode ser vista como facilitadora da evolucdo de
espécies especialistas ou como facilitadora da diversificacdo dentro das
espécies, aumentando a diversidade fenotipica sem aumento na riqueza de
espécies (Moczek 2010). Pode ser observada como uma resposta adaptativa
ou ndo ao ambiente, através do comportamento, fisiologia ou morfologia

(MOONEY & AGRAWAL 2007).

1.5. Aspectos sobre morfometria geométrica

Ao longo de quase 20 anos, varios pesquisadores vém investindo
substancialmente no emprego de ferramentas para analises acerca da forma
(ROHLF & BOOKSTEIN 1990). Hoje é possivel afirmar que existem métodos bem
estruturados e analises fundamentadas, capturando a geometria da estrutura e
preservando essa informacéo, que possibilitam avaliar seguramente mudancas
na forma de estruturas biolégicas e associa-las a possiveis causas e efeitos,
através do uso da morfometria geométrica (BOOKSTEIN 1991), podendo ser
aplicada na descricdo e comparacdo de estruturas em sisteméatica, além de

estudos ecoldgicos, ontogenéticos e genéticos, entre outras.
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Morfometria € uma descricdo quantitativa, analise e interpretacdo da
forma e da sua variacdo e covariacdo com outras variaveis (ROHLF 1990,
BOOKSTEIN 1991). ROHLF & MARcuUS (1993) no artigo intitulado “A Revolution in
morphometrics” revisaram os métodos utilizados para analises em morfometria
geomeétrica e suas aplicacdes. Em geral o método é baseado em landmarks (ou
marcos anatbmicos) e as analises sdo fundamentadas nas distancias entre
estes pontos (residuos = variaveis de forma).

Os landmarks representam coordenadas em um plano cartesiano (x,y) e
devem passar por uma analise que remove efeitos que ndo séo relativos a
forma, chamada sobreposi¢cdo de Procrustes. Nesta analise o centroide (centro
geométrico de cada configuracdo formada pelos landmarks) é movido até a
origem (0,0), as configuracdes, entdo, sdo escalonadas a uma unidade de
tamanho comum e rotadas a fim de minimizar a diferenca entre os landmarks
correspondentes (ROHLF & SLICE 1990). ApOs a sobreposicdo, restam as
diferencas correspondentes aos landmarks, as quais serdo utilizadas em
comparacdes multivariadas sobre a variacdo da forma (BOOKSTEIN 1991).

Quando os landmarks nao sdo evidentes, em estruturas curvilineas sem
marcos anatdomicos homologos, os estudos sdo baseados no contorno,
representado por uma sequéncia de coordenadas (semi-landmarks), na qual
pelo menos o primeiro marco deve ser homologo. Em adicdo ao método de
sobreposicao descrito anteriormente, cada semi-landmark vai “deslizar” ao
longo de uma linha até que encontre a posi¢cdo do ponto correspondente no
contorno de um espécime referéncia (que contém a sequéncia dos pontos).
Depois de ajustados a posi¢ao correta os dados recebem o mesmo tratamento

que os dados resultantes de landmarks (BOOKSTEIN 1997).
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As analises subsequentes a sobreposicdo envolvem a técnica
denominada thin-plate spline que pode ser utilizado para mapear as
deformacbes na forma entre as configuracfes desejadas. Os parametros que
descrevem as referidas deformagdes (partial warp scores) podem ser utilizados
como variaveis de forma a serem comparadas através de uma Analise de
Componentes Principais (relative warps). A partir destes resultados, podem ser
realizadas: 1) Andlise de Variancia para comparar o tamanho do centroide que
€ uma medida univariada; 2) Andlise de Variancia Multivariada, para detectar
se ha diferenca na forma entre tratamentos e interacdo entre eles; 3) Analise
Canobnica e Analise Discriminante para detectar grupos originados por formas
distintas; 4) calculo das distancias de Mahalanobis para mostrar a proximidade
das formas obtidas, além de outras analises conforme a necessidade dos

dados obtidos (ADAMS et al. 2004).
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2. Capitulo I: Plasticidade comportamental de larva s de duas
espécies de Cassidinae (Coleoptera, Chrysomelidae)  sobre

folnas de Solanum (Solanaceae)

A ser submetido para Entomologia Experimentalis et Applicata

Resumo . Qualquer caracteristica da historia de vida de um inseto herbivoro &
amplamente influenciada pela planta hospedeira. Quando do contato do inseto
com a planta na superficie foliar, as estruturas presentes desempenham papel
determinante quanto ao acesso ao alimento, dependendo do grau de
dependéncia do herbivoro com a planta. Gratiana spadicea (Klug, 1829) é
mondéfaga, encontrada somente sobre folhas de Solanum sisymbriifolium
Lamarck e Metriona elatior (Klug, 1829) apresenta menor grau de
especificidade e ocorre em varias plantas do género Solanum Linnaeus. Diante
dos distintos graus de especializacdo alimentar, examinamos a existéncia de
adaptacdes comportamentais nessas espécies a planta hospedeira. Foi
quantificado o tempo empregado pelas larvas de primeiro, terceiro e quinto
instares de G. spadicea e M. elatior durante 6 horas consecutivas em cinco
espécies de Solanum relativos ao repouso, caminhada, remoc¢ao de tricomas,
alimentacdo e prova do alimento. Em todas as plantas, exceto S.
sisymbriifolium, M. elatior se alimentou mais, caminhou menos e repousou mais
do que G. spadicea, em todos os instares avaliados. O primeiro instar parece
ser 0 mais critico para G. spadicea, que ao longo da ontogénese aumentou o
tempo ingerindo alimento, bem como o numero de plantas hospedeiras

utilizadas. M. elatior apresentou maior plasticidade, se alimentando por igual
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tempo em todas as plantas. Em Solanum melongena Linnaeus, onde as folhas
sdo densamente pilosas, o tempo removendo tricomas por M. elatior foi maior
e, 0 em repouso menor, e ndo houve aumento no tempo se alimentando nessa
planta durante o crescimento larval. Conclui-se que a alta especificidade de G.
spadicea € vantajosa para esse organismo qguando sobre S. sisymbriifolium.
Por outro lado, a plasticidade comportamental de M. elatior lhe confere maiores
opcOes quanto ao numero de hospedeiras, com alguns custos, medidos aqui
pelo tempo na remocéo de barreiras fisicas (tricomas), mas nao restringindo a

sua ocorréncia a uma unica planta hospedeira.

Palavras-chave . Gratiana spadicea, Metriona elatior, tricomas, especificidade

alimentar, comportamento.
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2.1. Introducéo

A existéncia de diferentes graus de especializacdo e 0 conservadorismo
filogenético correspondente estdo entre os fatores responsaveis pelo sucesso
de um organismo e podem explicar padrdes da diversidade de insetos e
plantas atuais (FARRELL & MITTER 1994). Dentre os Chrysomelidae
(Coleoptera), por exemplo, existem varias espécies que se alimentam de
taxons especificos, entre eles situam-se diversas solanaceas (JOLIVET 1988,
Hsiao 1986). Os fatores que norteiam a escolha da planta hospedeira vem
sendo estudados ao longo de muitos anos, constatando-se que a composicao
de herbivoros correspondente é influenciada principalmente por atributos das
plantas (BERNAYS 1998, FuTuYMA 2000).

BERNAYS et al. (2004b) encontraram que embora o comportamento de
larvas de lepiddpteros especialistas seja mais provavelmente influenciado pelo
tipo de planta, variacdes nesta podem ter importantes conseqiéncias para o
comportamento de generalistas também. Defesas presentes nas folhas das
plantas, como cera e tricomas, a dureza da cuticula, a presenca de
aleloguimicos, por exemplo, podem afetar o comportamento alimentar (HOCHULI
1996, 2001). Lagartas podem gastar mais tempo processando um local de
alimentagdo em folhas com uma densa camada de cera, de tricomas e/ou
impregnada de substancias toxicas, que devem ser removidas para possibilitar
0 acesso aos tecidos nutritivos da folha (MEDEIROS & MOREIRA 2005, SHELOMI et
al. 2010, ELrPINO-CAMPOS 2011). Ainda, a dificuldade de processar fisicamente
as folhas pode afetar o tempo de alimentacdo e a baixa qualidade nutricional
da planta pode implicar no consumo de grandes quantidades de tecido foliar

para sustentar o crescimento do inseto (BERNAYS et al. 2004b).
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Gratiana spadicea (Klug, 1829) (Coleoptera: Chrysomelidae)
desenvolve-se em uma Unica planta, Solanum sisymbiriifolium Lamarck (HsiA0
1986, MEDEIROS et al. 1996). Uma atencédo especial vem sendo dada ao estudo
do estagio larval desse inseto e sua estreita relacdo com os tricomas presentes
na superficie foliar da sua hospedeira. MEDEIROS & MOREIRA (2002, 2005), por
exemplo, demonstraram que as larvas utilizam os raios dos tricomas para o
deslocamento, e os removem inteira ou parcialmente antes da alimentacéao.
Em conformidade, as larvas apresentaram preferéncia por folhas de menor
densidade de tricomas, corroborando a maior sobrevivéncia conferida as larvas
alimentadas de discos foliares com tricomas removidos. A causa da
mortalidade na presenca de maior densidade de tricomas foi avaliada por
BoLIGON et al. (2009) e é conferida a ingestdo de fragmentos de tricomas que
ocasionalmente causam danos ao epitélio ventricular, principalmente nos
instares iniciais. Ainda, BOLIGON (2007) verificou que a densidade de tricomas
estrelados de S. sisymbriifolium influencia o tempo dedicado a alimentacdo das
larvas de G. spadicea. Quanto maior tempo dedicado a remocao destas
estruturas menor o tempo empregado na ingestédo de alimento.

Metriona elatior (Klug, 1829) (Coleoptera, Chrysomelidae) se alimenta de
varias espécies do género Solanum, dentre as ocorrentes no sul do Brasil,
destacamos Solanum viarum Dunal (MepAL et al. 1999), Solanum
sisymbriifolium Lamarck (HiLL & HULLEY 1996), Solanum atropurpureum Shrank,
Solanum aculetissimum Jacquin (LIMA et al. 1968) e, a cultivada Solanum
melongena Linnaeus (HILL & HULLEY 1996, MEDAL et al. 1999). As larvas de M.
elatior também apresentam estreita relacdo com os tricomas de S. viarum,

ancorando os seus tarsungulos nos tricomas a fim de se deslocar sobre a folha,
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principalmente nos instares iniciais quando as pernas ainda nao alcancam a
epiderme foliar em funcéo da altura dos tricomas (MEDEIROS et al. 2004).

De acordo com BERNAYS et al. (2004 a,b), podem haver diferencas
comportamentais e fisiologicas entre insetos generalistas e especialistas. Em
estudos realizados por esses autores com Arctiidae (Lepidoptera), espécies
generalistas gastaram mais tempo caminhando, provando e rejeitando fontes
potenciais de alimento e em periodos curtos de alimentacdo quando
comparados aos especialistas, 0 que sugere um custo para essas espécies e
uma vantagem aquelas consideradas especialistas. Entretanto, generalistas
podem ter maior disponibilidade de alimento, bem como, de nutrientes, diante
de um nuamero maior de hospedeiras, o que é testado em relagcdo a G.
spadicea e M. elatior.

Os diferentes graus de especializacdo dessas espécies oferece um
sistema interessante para estudar os mecanismos de adaptacdo, com respeito
as interagcbes das larvas com as plantas hospedeiras. Importantes
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas influenciam e séo influenciadas pelo
comportamento. Avaliar o emprego do tempo em diferentes atividades das
larvas compreende uma maneira eficaz de determinar indiretamente tais
constraints impostos pela planta hospedeira frente a histéria de vida dos
insetos (BERNAYS 1998). Diante disso, conduzimos um estudo detalhado com
vistas a quantificar diferengas comportamentais, e assim estabelecer
comparacdes em relagdo ao grau de monofagia / oligofagia destas duas
espécies de Cassidinae em diferentes plantas hospedeiras, bem como
determinar os atributos da superficie foliar que podem afetar a frequéncia de

atividades das larvas ao longo da ontogénese.
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2.2. Material e Métodos
2.2.1. Cultivo das plantas

Mudas de S. atropurpureum e S. viarum foram coletadas nas
proximidades do Departamento de Zoologia, no Campus do Vale da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Mudas de S.
aculeatissimum foram coletadas no municipio de ljui (RS) e de S. melongena
foram adquiridas no comércio de Porto Alegre. As plantas foram cultivadas, sob
condicbes naturais, em vasos contendo terra e adubo organico em telado
localizado no Campus do Vale da UFRGS. Em periodos de seca, as plantas

foram regadas com agua até duas vezes em uma semana.
2.2.2. Caracterizacao da superficie foliar

Fragmentos de 1cm?de folhas de S. aculeatissimum, S. atropurpureum e
S. melongena, os quais ainda nado tinham sua superficie caracterizada, foram
fixados em solugédo de FAAs, (formaldeido 37%, acido acético glacial e alcool
50%, 1:1:18, v/v) (JOHANSEN 1940), desidratadas em série crescente de alcool
e acetona P.A. e submetidas ao ponto critico em aparelho Baltec® - CPD 030,
no Centro de Microscopia Eletrbnica da UFRGS, montadas em suportes de
aluminio (stubs), e cobertas com carbono em aparelho Baltec® - SCD 050. A
andlise e captura das imagens foi feita em microscépio eletrénico de varredura
JEOL® JSM-6060.

A densidade de tricomas foi obtida através da contagem, sob
estereomicroscépio Leica® M125, do numero de tricomas em uma éarea de
1mm? da regido distal na face abaxial de folhas adultas de plantas diferentes

(n=10 folhas por cada espécie de planta), tendo em vista que as larvas estédo
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geralmente localizadas nessa posi¢cdo (MEDEIROS & MOREIRA 2003).

Os tricomas de S. aculeatissimum, S. atropurpureum, S. sisymbriifolium
e S. viarum foram previamente caracterizados por MENTz et al. (2000) e a
densidade dos tricomas em S. sisymbriifolium foi quantificada anterioremente
por BoLIGON (2007), S. viarum por MEDEIROS et al. (2004) e diversas variedades
de S. melongena por LIT & BERNARDO (1990). A contagem para S. melongena
foi repetida pois ndo ha garantia de que a variedade utilizada para este trabalho
€ a mesma utilizada por LiT & BERNARDO (1990).

Os tricomas quantificados foram os estrelados e os glandulares longos e
tectores uni- e multicelulares que foram englobados na categoria simples, ou
seja, nao estrelados. Os tricomas glandulares curtos ndo foram quantificados

em virtude da dificil visualizacédo sob estereomicroscopio.

2.2.3. Criacao dos insetos

Adultos de M. elatior e G. spadicea foram coletados em folhas de S.
viarum e S. sisymbriifolium, respectivamente, nas proximidades do Campus do
Vale da UFRGS, levados ao laboratorio, mantidos em camara climatizada
(25+1<C, 14 horas luz/dia), acondicionados em potes plasticos e alimentados
ad libitum com ramos dessas plantas, estas oriundos do cultivo descrito em
item anterior. Os ramos foram substituidos trés vezes por semana e vistoriados
para o recolhimento das ootecas, as quais eram acondicionadas em placas de
Petri forradas com papel filtro umedecido, onde foram mantidas até a ecloséo

das larvas.

2.2.4. Observacgoes da atividade das larvas

Larvas de primeiro instar de M. elatior e G. spadicea foram observadas
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no mesmo dia da eclosdo. Aquelas de terceiro e quinto instares foram
alimentadas de S. viarum e S. sisymbriifolium, respectivamente, até o0 momento
das observacdes. As larvas foram observadas (n = 15 /instar/planta)
individualmente, continuamente por seis horas, sobre folhas de S.
aculeatissimum, S. atropurpureum, S. sisymbriifolium, S. viarum e S.
melongena. As larvas de G. spadicea sobre S. sisymbriifolium ja haviam sido
anteriormente observadas por BoLIGON (2007), seguindo idéntico procedimento.
As larvas foram colocadas individualmente sobre a margem das folhas, na
porcao distal da face abaxial, cerca de duas horas antes do inicio do periodo
de observacdo. As observacdes foram realizadas das 11h as 17h, por ser
periodo de atividade alimentar das larvas de G. spadicea (MEDEIROS & MOREIRA
2002). As observacdes foram realizadas a cada dois minutos, tempo estipulado
com base no observado para larvas dessa espécie (BoLiGoN 2007). Para as
observacdes, foi utilizada uma lupa de méo (10 X), sendo registrada a atividade
de acordo com as seguintes definicbes e comparacdes correspondentes
(modificadas de BERNAYS et al. 2004Db):

Repousando — ndo se alimentando ou locomovendo; outros movimentos
podem ocorrer durante o repouso, incluindo contor¢do, contracdo, defecacéo;

Removendo — removendo os tricomas com auxilio das mandibulas,
armazenando os tricomas removidos na cavidade pré-oral e imediatamente
movendo-os para fora desta cavidade;

Alimentando — ingerindo alimento e vistas usualmente com a cabeca
movendo-se ritmicamente e proximas a superficie da folha; observa-se a marca
de alimentacao no limbo foliar;

Caminhando — locomovendo-se ativamente;
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Provando — cabeca abaixada, movendo-se sobre a superficie da planta,
entrando em contato momentaneamente com o alimento, mas sem mordida
aparente;

A duracdo das refeicOes foi definida como um periodo de alimentacéo
ininterrupta de 3 minutos ou mais, separados por intervalos em outras

atividades (repousando, caminhando, removendo ou provando).

2.2.5. Andlise estatistica

Pelo uso do teste de Kolmogorov-Smirnov, foi demonstrado que os
dados ndo se ajustaram a distribuicdo normal; portanto, utilizamos testes néo
paramétricos para as comparacfes. Para verificar o efeito das plantas nas
larvas de G. spadicea e M. elatior realizamos testes de Kruskal-Wallis para um
critério de classificacdo, seguido de comparacdes multiplas pelo teste de Dunn.
Para as comparacfes entre as duas espécies de Cassidinae, em relacdo a
cada planta hospedeira, foram conduzidos testes de Mann-Whitney U. Para
avaliar a variacdo das atividades ao longo da ontogénese, os dados foram
logaritmizados e submetidos a analise de regressdo. Em todos os casos o nivel
de significancia foi 0,05 e, a menos que explicitado, os resultados sé&o
apresentados pelas medianas e respectivos quartis. As analises foram

realizadas no software GraphPad Prism (MOTULSKY & CHTISTOPOULOS 2003).
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2.3. Resultados

Na superficie abaxial das folhas, foram encontrados os seguintes tipos
de tricomas encontrados foram: estrelado com quatro ou mais raios laterais e
um raio central (st), glandular longo com cabeca clavada (gl), glandular curto
com cabeca globosa (gc) e tector uni- ou pluricelular (tc) (Figura 1).

As folhas das diferentes espécies de Solanum avaliadas apresentaram
diferencas na superficie foliar em relacdo a densidade de tricomas. S.
melongena apresentou alta densidade de tricomas estrelados (22,68 por mm?),
seguida de S. sisymbriifolium (6,85), S. aculeatissimum (5,50), S. viarum (4,56)
e S. atropurpureum (1,00). Quanto ao numero de tricomas simples (néo
estrelados), a densidade foi alta em S. viarum (136,50), seguida de S.
aculeatissimum (9,04), S. sisymbriifolium (2,30) e S. atropurpureum (2,16)
(Tabela 1).

Ha variacdo nos niveis de utilizacdo da planta hospedeira pelas espécies
de G. spadicea e M. elatior e também quando comparadas as duas espécies
de Cassidinae em cada espécie de Solanum (Figuras 2 a 6).

No primeiro instar, as larvas de M. elatior repousaram mais tempo que
G. spadicea em todas as plantas avaliadas, exceto S. aculeatissimum. No
terceiro e quinto instar repousaram mais em S. atropurpureum, S. melongena e
S. viarum. Em geral, para G. spadicea o tempo em repouso foi menor em S.
melongena e S. viarum
e para M. elatior mais tempo repousando em S. aculeatissimum, no segundo

instar e, em S. atropurpureum, no quinto (Figura 2).
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Figura 1. Vista geral da superficie foliar da face abaxial das espécies de planta
hospedeiras avaliadas. Solanum aculeatissimum (A), Solanum atropurpureum
(B), Solanum melongena (C), Solanum viarum (D) e Solanum sisymbriifolium
(E). Tricomas: st, estrelado; tc, tector uni ou pluricelular; gl, glandular longo;
gc, glandular curto. Barras = 500, 500, 500, 500 e 200 um, respectivamente.
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Tabela 1. Nimero de tricomas (média * erro padréo) para 1mm? de &rea da
superficie abaxial das plantas hospedeiras (n = 10 folhas por planta para cada

espécie de Solanum).

Planta

NUmero de tricomas

Referéncia

(ONONONON)

. aculeatissimum
. atropurpureum
. melongena

. sisymbriifolium
. viarum

Simples Estrelados
9,04+1,55 5,50+0,63
2,16+0,25 1,0040,33
-------------- 22,68+1,35
2,30+0,44 6,85 +0,57

136,50+2.26  4,56+0.22

Boligon et al. (2009)
Medeiros et al. (2004)
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Figura 2. Medianas e respectivos quartis do tempo repousando no I, lll e V

instares larvais de Gratiana spadicea e Metriona elatior quando observadas em
diferentes espécies de Solanum. Letras diferentes representam diferencas
entre as plantas para cada espécie de Cassidinae (teste de Kruskal-Wallis
seguido de comparacdes multiplas de Dunn). Asteriscos representam diferenca
significativa entre as espécies de Cassidinae para cada planta (teste de Mann-
Whitney U); alfa = 0,05.
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Figura 3 . Medianas e respectivos quartis do tempo removendo tricomas no |, Il
e V instares larvais de Gratiana spadicea e Metriona elatior quando observadas
em diferentes espécies de Solanum. Letras diferentes representam diferencas
entre as plantas para cada espécie de Cassidinae (teste de Kruskal-Wallis
seguido de comparac¢des multiplas de Dunn). Asteriscos representam diferenca
significativa entre as espécies de Cassidinae para cada planta (teste de Mann-
Whitney U); alfa = 0,05.
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Whitney U);

alfa = 0,05.
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O tempo removendo tricomas foi maior para larvas de G. spadicea em
relacdo & M. elatior sobre a sua hospedeira, S. sisymbriifolium, o mesmo para
as duas espécies em S. aculeatissimum e, maior para M. elatior, em S.
melongena no primeiro instar e em S. melongena e S. viarum, nos demais. G.
spadicea removeu mais tricomas em S. sisymbriifolium do que nas demais
plantas, exceto no quinto instar em que o tempo nessa atividade foi igual em S.
aculeatissimum. Em S. atropurpureum pouco tempo foi empregado na remocéo

de tricomas (Figura 3).

Quanto ao tempo gasto na alimentacdo, as larvas de M. elatior se
alimentaram significativamente mais que as larvas de G. spadicea em todas as
plantas exceto em S. sisymbriifolium, em todos os instares avaliados. Para G.
spadicea, o tempo se alimentando em S. sisymbriifolium foi maior que nas
demais plantas e, para M. elatior, ndo houve diferenca entre as plantas (Figura
4).

As larvas de G. spadicea caminharam mais tempo que M. elatior em
todas as plantas avaliadas, exceto sobre S. sisymbriifolium. Em S.
aculeatissimum e S. sisymbriifolium, as larvas de G. spadicea passaram menos
tempo caminhando do que nas outras plantas. M. elatior passou mais tempo
caminhando em S. melongena do que nas demais plantas, principalmente no
primeiro e quinto instares (Figura 5).

No primeiro e quinto instares, ndo houve difrerenca quanto ao tempo
empregado na prova do alimento nas diferentes hospedeiras nem para M.
elatior nem para G. spadicea. No entanto, G. spadicea gastou mais tempo
provando em S. sisymbriifolium do que M. elatior em todos os instares e no

terceiro instar, provou menos tempo que M. elatior em S. melongena (Figura 6).
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O numero de refei¢cdes foi maior para M. elatior do que G. spadicea em
todas as plantas, exceto S. sisymbriifolium, quando foi menor. O tempo de
duracédo de cada refeicdo foi maior para M. elatior em todas as plantas e o
intervalo somente foi menor em S. sisymbiifolium para G. spadicea (Tabela 2).

As plantas que resultaram em maior nimero de refeicbes foram S.
sisymbriifolium para G. spadicea e, S. viarum e S. melongena, para M. elatior.
N&o houve diferenca na duracdo das refei¢ces entre as plantas para M. elatior,
para a qual os intervalos foram maiores em S. aculeatissimum, S.
atropurpureum e S. sisymbriifolium. Para G. spadicea, a duracéo foi
significativamente maior e os intervalos menores em S. sisymbriifolium (Tabela
2).

Para G. spadicea, ao longo da ontogénese, o tempo repousando
diminuiu quando sobre folhas de S. aculeatissimum, S. viarum e S.
sisymbriifolium. O tempo se alimentando aumentou em S. atropurpureum e S.
aculeatissimum. E o tempo removendo tricomas aumentou em S. melongena e
S. aculeatissimum. O tempo caminhando aumentou em S. aculeatissimum e o
tempo provando aumentou somente em S. viarum (Tabela 3).

Ao longo da ontogénese de M. elatior, o tempo repousando diminuiu e 0
tempo se alimentando aumentou em todas as plantas observadas, exceto em
S. melongena. Nao houve alteracdo no tempo removendo tricomas para as
larvas observadas em S. atropurpureum e o tempo caminhando diminuiu nessa
planta. Nas demais espécies, o0 tempo removendo tricomas aumentou e 0

tempo caminhando se manteve o mesmo (Tabela 4).
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Tabela 2. Uso temporal (média * erro padrdo) no numero, duracao e intervalo
das refeicOes realizadas pelas larvas de Gratiana spadicea e Metriona elatior
durante 6 horas de observacdo em cinco espécies de Solanum. Letras
diferentes significam diferencas entre as plantas em cada espécie de
Cassidinae (teste de Kruskal-Wallis seguido de comparagdes mudltiplas de
Dunn) e os valores com asterisco representam diferenca entre as espécies de
Cassidinae em cada planta (teste de Mann-Whitney U); alfa = 0,05.

Herbivoro Planta Refeicbes
Numero(n)  Duracdo(min)  Intervalo(min)
S.aculeatissimum  1,54+0,22 a 5,48+0,58 a 87,89+11,02 a
) S.atropurpureum 0,92+0,14 a 7,60+£0,84 a 94,21+12,12 a
G. spadicea 5 melongena 0,29+0,09 b 4,70+0,56 a 87,50+19,43 a
S.viarum 0,84+0,15 b 7,94+£1,08 a 105,40£23,59 a
S.sisymbriifolium 2,92+0,18 ¢ 11,26+0,50 b 53,72+4,53 b
S.aculeatissimum  2,64+0,20 a*  14,97+1,43 a* 98,72+9,46 ab
_ S.atropurpureum 2,29+0,15a* 12,79+1,06 a*  120,90+11,03 a
M. elatior 5 melongena 3,29+0,40 ab*  9,70+0,74 a* 71,98+8,36 b
S.viarum 3,71+0,26 b*  12,62+1,03 a* 79,60+9,25 b

S.sisymbriifolium

2,76+0,22 ab*

10,98+0,83 a*

90,74+13,41 ab*
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Tabela 3. Regressdes do tempo destinado a cada atividade das larvas de
Gratiana spadicea em cinco espécies de Solanum, em relacdo ao I, Ill e V
instares larvais. Valores em negrito identificam significancia estatistica; alfa =

0,05.

Planta Atividade Equacao r2 F P

S. aculeatissimum Repousando  y=-0,042x+2,540 0,168 7,68 0,0086
Removendo y=0,162x+0,492 0,333 7,47 0,0154
Alimentando y=0,102x+0,648 0,230 8,68 0,0063
Caminhando y=0,184x+0,976 0,280 12,43 0,0013
Provando y=0,053x+0,870 0,076 1,97 0,1736

S. atropurpureum  Repousando y=0,029x+2,161 0,018 1,02 0,3165
Removendo
Alimentando y=0,125x+0,574 0,364 18,33 0,0002
Caminhando y=-0,048x+2,051 0,019 1,046 0,3110
Provando y=0,035x+0,860 0,017 0,65 0,4262

S. melongena Repousando  y=0,027x+1,921 0,014 0,60 0,4429
Removendo y=0,099x+0,707 0,206 5,44 0,0298
Alimentando y=0,001x+0,759 0,000 0,003 0,9562
Caminhando  y=-0,049x+2,342 0,037 1,71 0,1982
Provando y=0,052x+0,790 0,044 1,46 0,2360

S. viarum Repousando  y=-0,078x+2,383 0,116 7,47 0,0084
Removendo y=0,103x+0,637 0,122 4,04 0,0537
Alimentando y=0,071x+0,845 0,079 2,15 0,1554
Caminhando y=0,056x+1,876 0,031 1,76 0,1902
Provando y=0,099x+0,748 0,166 8,58 0,0054

S. sisymbriifolium Repousando  y=-0,019x+2,487 0,256 19,99 <0,0001
Removendo y=0,086x+1,154 0,216 15,97 0,0002
Alimentando y=0,025x+1,364 0,028 1,73 0,1936
Caminhando y=0,069x+0,762 0,088 5,01 0,0294
Provando y=0,037x+0,977 0,051 2,86 0,0966
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Tabela 4. Regressdes do tempo destinada a cada atividade das larvas de
Metriona elatior em cinco espécies de Solanum, em relacdo ao I, lll e V
instares larvais. Valores em negrito identificam significancia estatistica; alfa =

0,05.
Planta Atividade Equacéao r2 F P

S. aculeatissimum Repousando  y=-0,026x+2,555 0,310 22,91 <0,0001
Removendo y=0,161x+0,380 0,208 9,71  <0,0001
Alimentando y=0,178x+0,845 0,564 64,66 <0,0001
Caminhando  y=0,046x+0,563 0,031 0,89 0,3520
Provando y=0,014x+0,053 0,002 0,07 0,7917

S.atropurpureum Repousando  y=-0,013x+2,533 0,287 22,90 <0,0001
Removendo y=0,058x+0,706 0,049 0,16 0,7183
Alimentando y=0,175x+0,832 0,504 56,93 <0,0001
Caminhando y=-0,096x+1,238 0,112 4,94 0,0321
Provando y=-0,012x+0,732 0,003 0,09 0,7721

S. melongena Repousando  y=-0,004x+2,313 0,000 0,02 0,8918
Removendo y=0,147x+0,934 0,378 22,56 <0,0001
Alimentando y=0,131x+0,963 0,313 16,83 0,0002
Caminhando y=-0,039x+1,570 0,016 0,64 0,4282
Provando y=-0,041x+1,058 0,029 0,92 0,3439

S. viarum Repousando y=-0,035x+2,557 0,461 42,81 <0,0001
Removendo y=0,175x+0,584 0,369 21,09 <0,0001
Alimentando y=0,154x+1,053 0,626 83,76 <0,0001
Caminhando  y=-0,005x+0,719 0,000 0,29 0,8662
Provando y=-0,030x+0,905 0,020 0,59 0,4505

S. sisymbriifolium  Repousando  y=-0,023x+2,525 0,172 9,33 0,0038
Removendo y=0,105x+0,766 0,139 5,52 0,0247
Alimentando y=0,111x+1,055 0,237 13,67 0,0006
Caminhando  y=0,050x+0,952 0,024 0,69 0,4141
Provando y=0,052x+0,735 0,029 0,75 0,3942
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2.4. Discusséao

Os resultados mostraram claramente que os diferentes graus de
especializacdo de G. spadicea e M. elatior tém pronunciada influéncia no
comportamento das larvas, quando em diferentes plantas hospedeiras. As
plantas hospedeiras utilizadas contribuiram para diferencas no emprego do
tempo em diferentes atividades das larvas. M. elatior apresentou relativa
plasticidade comportamental nas espécies de Solanum testadas. Entretanto, as
larvas de G. spadicea apresentaram respostas comportamentais divergentes
quando sobre outras plantas que ndo sao sua hospedeira usual.

Os insetos herbivoros considerados especialistas tendem a apresentar
um comportamento restrito e influenciado por caracteristicas de sua planta
hospedeira (MEDEIROS & MOREIRA 2002, BERNAYS et al. 2004a). Isto foi
observado no presente estudo para as larvas de G. spadicea que
apresentaram poucos eventos de alimentacdo nas demais espécies de
Solanum em relacdo ao observado para S. sisymbriifolium. Tal fato esta
relacionado a monofagia desta espécie e seus baixos indices de sobrevivéncia
e consumo foliar, em outras plantas (MEDEIROS & MOREIRA 2008). Avaliamos
essa resposta como nao adaptativa a qualquer outra hospedeira alternativa,
dentre as que I|he foram oferecidas, associadas a variagbes no tempo
dispendido. Em S. sisymbriifolium, as larvas caminharam por menos tempo do
gue nas demais plantas, o que deve estar relacionado ao fato de estarem ja na
sua fonte de alimento e ndo ter necessidade de buscar novos sitios de
alimentagao.

Os tipos de tricomas encontrados por nds sao 0s mesmos noticiados por

MENTZ et al. (2000) e a densidade de tricomas apresentou bastante variacao
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entre as plantas desde superficies densamente pilosas (S. melongena e S.
viarum) a folhas praticamente glabras (S. atropurpureum). Para M. elatior, as
larvas gastaram o mesmo tempo removendo tricomas em todas as plantas
exceto S. atropurpureum, 0 que esta relacionado a baixa densidade destas
estruturas na superficie foliar, visto que a auséncia de barreiras fisicas pode
aumentar a probabilidade da alimentacdo imediata (SHELOMI et al. 2010), sem
interferir no tempo de alimentacdo, mas aumentando o tempo disponivel para o
repouso. Em contrapartida, sobre S. melongena foi observado um aumento no
tempo removendo tricomas e um decréscimo em repouso. Padrdo similar pode
ser observado em S. viarum e S. sisymbriifolium. Sendo assim, podemos inferir
que o tempo a mais gasto na remocdo dos tricomas pode ser compensado
diminuindo o tempo em repouso, mas nao por um maior tempo se alimentando.
O maior tempo removendo tricomas em S. sisymbriifolium também é resultante
da estreita adaptacdo de G. spadicea a esta planta (MEDEIROS & MOREIRA 2002,
2005; BoLIGON et al. 2009), ao contrario das demais. Resta elucidar as causas
para isso, se associadas aos tricomas em si, nas espécies aonde a densidade
destes foi expressiva. BoLIGON (2007) observou que o maior tempo gasto na
remogao de tricomas influenciou em um menor tempo de alimentagao de G.
spadicea em S. sisymbriifolium com diferentes densidades de tricomas. Neste
caso, a compensacgao ocorre no aumento do tempo de alimentagdo, pois o
tempo em repouso foi 0 mesmo nos dois tratamentos, o que pode ser uma
adaptacao deste especialista aos tricomas presentes na sua hospedeira.

O fato de M. elatior remover tricomas por mais tempo que G. spadicea
pode representar uma vantagem para aguela espécie, nas demais plantas

exceto S. sisymbriifolium. Remover eficientemente os tricomas aumenta as
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chances de alimentacdo, apesar de representar um custo energético. Este
pode ser superado pelo maior tempo de alimentacdo e pela diminuicdo no
tempo destinado a caminhada, ambos detectados neste estudo.

As larvas de G. spadicea caminharam mais que M. elatior quando em
outras plantas, o que provavelmente esta relacionado a busca por um melhor
sitio de alimentacao, visto que estdo sobre folhas que n&o Ihes sao atrativas
(BERNAYS 1998). Ainda, M. elatior repousou mais tempo que G. spadicea nas
demais plantas, exceto em S. aculeatissimum e S. sisymbriifolium,
corroborando o encontrado por BERNAYS et al. (2004b) que especialistas
quando sobre a sua hospedeira repousam mais tempo em comparacao aos
generalistas.

O tempo provando foi bastante variavel entre as plantas nas duas
espécies de Cassidinae, destacando-se que sobre S. sisymbriifolium, G.
spadicea provou mais tempo que M. elatior. Isto indica que mesmo sendo
monofaga e estando sobre a sua hospedeira, esta espécie entra em contato
com a hospedeira sem aparente ingestado, provavelmente em busca do local
apropriado para remocéao de tricomas e posterior ingestao mesdofilo.

Ainda comparando M. elatior e G. spadicea em S. sisymbriifolium, a
duracdo das refeicbes de G. spadicea foi maior e 0 tempo para processar o
alimento é menor que M. elatior, apesar de ambos apresentarem 0 mesmo
namero de refeicbes sobre esta planta, o que pode conferir vantagem para G.
spadicea. A alimentacdo de curta duracédo (e.g., menos que uma hora se
alimentando separada por cerca de 30 minutos a 2 horas de repouso)
provavelmente reflete o tempo necessario para digerir e absorver uma porgéo

supostamente étima do alimento ingerido (SLANSKY 1993).
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O consumo de alimento pode mudar com a idade dentre e entre os
instares, provavelmente refletindo mudancas fisiolégicas durante o
desenvolvimento (BROWNE 1995). Para G. spadicea, pode-se observar um
aumento no tempo empreendido na remocdo de tricomas quando sobre S.
aculeatissimum e S. melongena, além do ja registrado para S. sisymbriifolium
(BoLiIGON 2007). Isto indica que o aumento de tamanho possibilita uma
remocdo mais representativa destas estruturas. O tempo dedicado a
alimentacdo aumenta em S. atropurpureum e S. aculeatissimum, indicando que
em instares maiores, as larvas podem adquirir a habilidade em se alimentar
mais nessas hospedeiras, contrapondo o encontrado para S. sisiymbriifolium,
onde o tempo de alimentacdo permaneceu o mesmo (BoLIGON 2007), o que foi
justificado pela provavel ingestdo de maiores pedacos/fragmentos do alimento
(SLANSKY 1993, HocHuLI 2001).

As larvas de M. elatior repousaram menos tempo ao longo da
ontogénese, exceto sobre S. melongena, provavelmente devido a altissima
quantidade de tricomas a serem removidos previamente a alimentacdo nesta
planta. Apesar de o tempo na remocéao de tricomas ter aumentado em todas as
plantas, exceto para S. atropurpureum (baixa densidade de tricomas), houve
um maior comprometimento, desde o primeiro instar, do tempo nessa atividade
qguando sobre S. melongena, o que pode ter afetado caracteristicas basicas do
desenvolvimento, conforme sera discutido no Capitulo 1.

Houve aumento do tempo empregado pelas larvas de M. elatior na
alimentacdo em todas as plantas observadas, o que pode ser esperado para
um herbivoro que apresenta menor especificidade alimentar e provavelmnte

menor eficiéncia no processamento do alimento (BERNAYS et al. 2004b),
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relacionado entdo com a necessidade de maior tempo para ingestdo do tecido
foliar, consumindo maior quantidade de tecido foliar ao longo da ontogénese
para sustentar o crescimento do inseto (BROWNE 1995).

De uma maneira geral, hd uma prevaléncia da especializacdo de
herbivoros como uma estratégia ecologica-evolutiva principalmente no que se
refere a questdes de eficiéncia, na escolha da hospedeira em ambiente natural
(EGAN & FUNK 2006, WEE & SINGER 2007). Tal eficiéncia seria associada a um
maior valor adaptativo sobre generalistas que, por sua vez, promovem a
evolucdo da especializacdo ecoldgica através da selecédo natural (BERNAYS &
GRAHAM 1988, BERNAYS 2001).

Um determinado herbivoro pode evoluir a fim de se alimentar em novas
plantas (BERNAYS 1998) e M. elatior apresentou caracteristicas que
demonstram plasticidade no comportamento alimentar. Assim, podera se
alimentar de outras espécies de Solanum que variam bastante em
caracteristicas fisicas, o que pode representar estratégia exitosa no que tange
a maximizar a eficiéncia de forrageio. Em contrapartida, a monofagia de G.
spadicea também reflete no emprego do tempo nas demais plantas que foi
testada, principalmente em relacdo ao maior tempo caminhando e menor
tempo repousando e se alimentando, em comparacao a M. elatior.

Ser especialista mostrou-se vantajoso em relacado a G. spadicea quanto
ao tempo de ingestdo e processamento do alimento (intervalo entre as
refeicbes) quando na sua planta hospedeira, comparado a menor
especificidade de M. elatior na mesma planta. Entretanto, as larvas de M.

elatior apresentaram-se mais plasticas e nao restritivas quanto as demais

plantas hospedeiras resultando padrées de utilizacdo similares, variando
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supostamente de acordo com restricdes alimentares impostos pela superficie

foliar e mesofilo, o que resta a ser elucidado.
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3.  Capitulo II: Performance e preferéncia alimentar  de larvas
de Metriona elatior (Coleoptera, Chrysomelidae) em

hospedeiras do género Solanum (Solanaceae).

A ser submetido para Environmental Entomology

Resumo. Larvas e adultos de Metriona elatior (Klug, 1829) (Coleoptera:
Chrysomelidae) sdo consideradas oligéfagas por se alimentarem em algumas
espécies de Solanum Linnaeus. Sabe-se que essas plantas apresentam
particularidades que interferem no comportamento das larvas e determinam
variacdes fenotipicas na forma e tamanho dos adultos. Usualmente em tais
situagdes, had consequéncias para a performance que pode estar ou nao
associada a preferéncia alimentar. Diante disso, neste estudo, a performance
de M. elatior em seis plantas do género Solanum foi verificada, bem como a
preferéncia alimentar das larvas e preferéncia de oviposicdo. A maior
performance foi detectada para Solanum aculeatissimum Jacquin, Solanum
atropurpureum Shrank e Solanum viarum Dunal em relagdo a Solanum
melongena Linnaeus, Solanum guaraniticum Hassl e Solanum sisymbriifolium
Lamarck. Em testes sem chance de escolha, as larvas de primeiro e quinto
instares consumiram menor area foliar em S. guaraniticum em comparagao as
demais plantas. Nos testes de escolha multipla, ndo houve escolha pelas larvas
de primeiro instar, entretanto, quando criadas sobre folhas de S.
aculeatissimum e S. atropurpureum, as larvas de quinto instar consumiram
maior area foliar destas plantas em relacdo as demais. As fémeas ovipositaram

maior porcentagem de ovos em S. atropurpureum que € uma das plantas que



52

garante maior performance e consumo foliar. Os resultados apresentados
indicaram que os fatores que atuam interferindo na performance de M. elatior
em diferentes espécies de Solanum, também atuam regulando a preferéncia,
exceto para S. viarum que garante alta performance, mas baixa preferéncia

pelas larvas e pelas fémeas, juntamente com as demais plantas.

Palavras-chave . Oligéfago, sobrevivéncia, escolha, larvas, adultos.
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3.1. Introducéo

A performance de insetos herbivoros € uma questdo central para
estudos de interacdes entre insetos e plantas (THOMPSON 1988c, CRAIG & ITAMI
2008). Fatores ambientais (THOMPSON 1988a), tipo de dieta (RODRIGUES et al.
2007) e fatores relacionados a caracteristicas fisicas (HADDAD & Hicks 2000) e
quimicas (BERNAYS & GRAHAM 1988) das plantas estdo relacionados a
sobrevivéncia e/ou tamanho, indicadores de maior ou menor performance
numa dada hospedeira.

A variedade de plantas hospedeiras pode ser limitada por fatores
morfologicos, fisioldgicos e ecoldgicos dessa interacdo, e a escolha por parte
do herbivoro leva em conta a sua especificidade e preferéncia. Ainda, a
preferéncia alimentar por larvas e a escolha de oviposicéo pelos adultos sofrem
pressbes seletivas distintas, entretanto, espera-se que tenham correlacao
positiva com a performance devido as implicacdes desta relacdo para
interagbes ecoldgicas e evolutivas (THOMPSON 1988b, ScHEIRS et al. 2000,
BRUYN et al. 2002, SCHEIRS & BRUYN 2002).

Metriona elatior (Klug 1829) (Coleoptera: Chrysomelidae) apresenta
habito alimentar oligéfago, havendo registros de ocorréncia (alimentacdo e
oviposicdo) em algumas plantas do género Solanum Linnaeus dentre elas,
Solanum viarum Dunal (MeDAL et al. 1999), Solanum sisymbriifolium Lamarck
(HLL & HuLLEy 1996), Solanum atropurpureum Shrank, Solanum
aculeatissimum Jacquin (LIMA et al. 1968) e a cultivada Solanum melongena
Linnaeus (HILL & HULLEY 1996, MEDAL et al. 1999), todas elas ocorrendo em
simpatria no sul do Brasil (MENTZ & OLIVEIRA 2004). HiLL & HULLEY (1996)

observaram que M. elatior desenvolve-se de forma satisfatoria em S.
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sisymbriifolium (75% de sobrevivéncia até estagio de pupa), S. aculeatissimum
(65%) e a cultivada S. melongenea (45%). Ainda, MEDAL et al. (2002) indicaram
M. elatior como agente de controle biolégico de S. viarum, devido ao grande
dano foliar e preferéncia alimentar das larvas nesta planta, além do tempo de
desenvolvimento (ovo — adulto) ser mais rapido nesta em relacdo a outras
plantas (incluindo S. melongena e S. sisymbriifolium).

Diferencas comportamentais detectadas no Capitulo | para as larvas de
M. elatior quando em diferentes plantas hospedeiras, nos levam a crer que
mecanismos pré-ingestivos (barreiras localizadas na superficie foliar) atuam
nesta interagdo. E a ocorréncia em varias espécies do género Solanum com
consequéncias na sobrevivéncia e tempo de desenvolvimento indicam que
podem haver barreiras poés-ingestivas atuando durante a digestdao e
processamento da dieta, levando a consequéncias para os adultos (Capitulo ).

Diante da variedade de hospedeiras ja citadas para M. elatior,
selecionamos as ocorrentes no sul do Brasil e conduzimos experimentos com
vistas a comparar a performance e detectar se ha preferéncia alimentar das
larvas de primeiro e quinto instar. Em adicdo, verificar se as fémeas
apresentam preferéncia por diferentes hospedeiras quanto a oviposicao.
Espera-se que as plantas responsaveis por maior performance sejam aquelas

preferidas pelas larvas na alimentacéo, bem como pelas fémeas na oviposicao.

3.2. Material e Métodos

3.2.1. Plantas

Mudas de S. atropurpureum, S. sisymbriifolium e S. viarum foram
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coletadas nas proximidades do Departamento de Zoologia, nho Campus do
Vale, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Mudas de S.
aculeatissimum foram coletadas no municipio de ljui (RS) e de S. melongena
foram adquiridas no comércio de Porto Alegre. Apesar de néo haver registro da
ocorréncia de M. elatior sobre Solanum guaraniticum Hassl, esta foi inserida
para realizacdo dos experimentos, visto que a planta ocorre em abundancia e
em simpatria com as demais. Mudas desta espécie também foram coletadas
nas imediacbes do Campus do Vale. Todas as plantas utilizadas foram
cultivadas em vasos contendo solo do local e foram regadas duas vezes por
semana e adubadas na ocasido do plantio com adubo composto por esterco
bovino. Os vasos foram mantidos em telado existente (sombrite 50%) no

Campus do Vale / UFRGS.

3.2.2. Insetos

Adultos de M. elatior foram coletados nas proximidades do Campus do
Vale da UFRGS, levados ao laboratorio e mantidos em camara climatizada
(25+1<C, 14 horas luz/dia). Foram mantidos em potes plasticos e alimentados
ad libitum com ramos de S. viarum oriundos do cultivo. Os ramos foram
substituidos trés vezes por semana e vistoriados para o recolhimento das
ootecas, as quais eram acondicionadas em placas de Petri forradas com papel

filtro umedecido.

3.2.3. Performance larval

Para avaliar o efeito da planta hospedeira no desenvolvimento, foram
utilizadas as ootecas de M. elatior oriundas da criacdo. ApOs a ecloséo, as

larvas (n = 40 / espécie de planta) foram transferidas para folhas das diferentes
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espécies de solaniceas: S. aculeatissimum, S. atropurpureum, S.
guaraniticum, S. melongena, S. sisymbriifolium e S. viarum. Os insetos
juntamente com as plantas foram mantidos individualizados em potes plasticos
em camara climatizada (25+1<C, 14 horas luz/dia). O peciolo das folhas foi
envolvido por algoddo umedecido com agua destilada para mantér a turgidez
das folhas.

As larvas foram observadas diariamente e o alimento foi reposto a cada
dois dias. Os parametros observados foram o tempo de desenvolvimento e a
sobrevivéncia, além do tamanho das pupas e adultos, medidos com o auxilio
de grade micrométrica acoplada a ocular de esteromicroscopio Leica® M125.
Foram medidos o comprimento entre o inicio do pronoto e o fim do abdomen
das pupas e, o comprimento entre o inicio do pronoto e fim dos élitros, dos

adultos.

3.2.4. Testes sem chance de escolha com larvas

Para verificar a influéncia da planta hospedeira no consumo, as larvas
de primeiro e quinto instar de M. elatior foram submetidas a testes sem chance
de escolha (n = 20 larvas / planta). Foram utilizados dois discos foliares (area =
63,61 mm?2 cada) para larvas de primeiro instar, e oito discos para larvas de
quinto instar. Os discos foram colocados em uma placa de petri de plastico (5,6
cm de diametro) forrada com papel filtro umedecido. Os insetos testados foram
colocados no centro das placas, as quais foram mantidas em céamara
climatizada por 24 horas. Apos foi medida a &rea foliar consumida de cada

disco, com base na sobreposi¢cao desses sobre papel milimetrado.

3.2.5. Testes de mdltipla escolha com larvas
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Para testar se ha preferéncia das larvas de M. elatior em relacdo as seis
plantas avaliadas, foram realizados testes de mdltipla escolha que consistiam
em oferecer dois e oito discos foliares (para primeiro e quinto instar
respectivamente) de cada uma das plantas estudadas ao mesmo tempo. Os
discos de cada planta foram colocados, alternados e equidistantes, em uma
placa de petri de plastico (5,6 cm de diametro) forrada com papel filtro
umedecido. Os insetos testados foram colocados no centro das placas, as
quais foram mantidas em camara climatizada por 24 horas e 6 horas para
primeiro e quinto instar, respectivamente. Para o quinto instar, foram testadas
larvas criadas em S. aculeatissimum, S. atropurpureum e S. viarum (n = 20 /
planta) para avaliar a ocorréncia de inducdo da preferéncia. Estas plantas
foram escolhidas com base nos resultados obtidos para performance também
avaliada neste capitulo. Apos, foi medida a area foliar consumida de cada

disco, com base na sobreposi¢ao sobre papel milimetrado.

3.2.6. Testes de oviposicdo com multipla escolha

Para verificar se as fémeas apresentaram preferéncia de oviposicao
entre as plantas estudadas, foram submetidas a testes de multipla escolha que
consistiram em oferecer simultaneamente uma folha expandida (a partir do
terceiro nd) de cada uma das plantas estudadas para fémeas oriundas da
criacdo em S. aculeatissimum, S. atropurpureum e S. viarum, por 24 horas
consecutivas. Sem distincdo, as fémeas (n = 13) foram testadas até que foi
observada a presenca de uma ou mais ootecas e anotada em qual planta a

mesma foi encontrada.

3.2.7. Andlise estatistica
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As curvas de sobrevivéncia das larvas em cada planta hospedeira foram
comparadas através do teste de Logrank, seguido pela correcdo de Bonferroni
(alfa = 0,003). Os dados de tempo de desenvolvimento (da eclosdo até a
emergéncia dos adultos), de tamanho e consumo foliar foram avaliados quanto
a normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e quanto a
homocedasticidade pelo teste de Bartlett. Dados que obedeceram a uma curva
normal e homocedasticidade das variancias foram comparados através de
Andlise de Variancia, seguido do teste de comparacdes multiplas de Tukey. Os
dados referentes ao consumo ndo se ajustaram a uma distribuicdo normal e
foram entdo comparados pelo teste n&o-paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguidos de testes multiplos de Dunn. Para os testes de oviposi¢do, foi
realizado o teste de Qui-quadrado, seguido pela correcdo de Bonferroni (alfa =
0,003), para detectar diferencas quanto a frequéncia de oviposicédo das fémeas
nas espécies de Solanum. As andlises foram realizadas no software GraphPad

Prism (MOTULSKY & CHTISTOPOULOS 2003).

3.3. Resultados

A sobrevivéncia foi maior para as larvas mantidas em S. viarum e S.
atropurpureum em relacdo a S. aculeatissimum e S. sisymbriifolium e em
posicdo intermediaria situaram-se as criadas em S. guaraniticum e S.
melongena (Figura 1).

O tamanho das pupas foi menor para as oriundas da criacdo em S.
guaraniticum, S. melongena e S. sisymbriifolium (Figura 2A). Quanto aos
adultos, os oriundos de S. guaraniticum e S. melongena foram menores que 0s

de S. viarum, que por sua vez foram semelhantes em tamanho aos criados em
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Figura 1. Sobrevivéncia (%) de Metriona elatior (n = 40), da eclosdo a
emergéncia dos adultos, em seis espécies de Solanum. Plantas seguidas de

letras iguais nédo diferem significativamente (teste de Logrank, com correcao de
Bonferroni, alfa = 0,003).
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Figura 2. Tamanho (mm; médias + erro padrdo) das pupas (A) e dos adultos
(B) de Metriona elatior em diferentes espécies de Solanum. Letras diferentes
representam diferenca estatistica entre as plantas (Anova, um fator, p<0,0001;
testes multiplos de Tukey; p<0,05 para pupas e p<0,0001 para adultos).
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S. aculeatissimum, S. atropurpureum e S. sisymbriifolium (Figura 2B).

O tempo de desenvolvimento foi mais longo para as larvas mantidas em
S. guaraniticum, S. melongena e S. sisymbriifolium, em relacdo as larvas
mantidas em S. aculeatissimum, S. atropurpureum e S. viarum (Figura 3).

Nos testes sem chance de escolha para larvas de primeiro instar, o
consumo foi significativamente menor em S. guaraniticum (Figura 4A). Nos
testes de multipla escolha ndo houve diferenca significativa quanto ao consumo
das larvas de primeiro instar (Figura 4B).

As larvas de quinto instar nos testes sem chance de escolha
consumiram significativamente maior area foliar em S. aculeatissimum, S.
atropurpureum, S. melongena, S. sisymbriifolium e S. viarum em relagdo a S.
guaraniticum. Esta ultima ndo diferiu do consumo em S. melongena e S.
sisymbriifolium (Figura 5).

N&o houve diferenca entre a area foliar consumida de S. aculeatissimum
e S. atropurpureum pelas larvas de quinto instar criadas em S. aculeatissimum
e houve diferenca entre S. aculeatissimum e as demais (Figura 6A). A area
foliar consumida pelas larvas criadas em S. atropurpureum foi maior em S.
atropurpureum em detrimento a S. guaraniticum, S. sisymbriifolium e S. viarum,
e nao diferiu da area consumida em S. aculeatissimum e S. melongena (Figura
6B). Quando as larvas foram criadas em S. viarum, o consumo foliar foi menor
em S. viarum, S. melongena e S. sisymbriifolium em comparacdo a S.
aculeatissimum, o qual néo diferiu do consumo em S. atropurpureum e S.

guaraniticum (Figura 6C).
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Figura 3. Tempo de desenvolvimento (dias; média * erro padrdo) de Metriona
elatior em diferentes espécies de Solanum. Letras diferentes representam
diferenca estatistica entre as plantas (Anova, um fator, p<0,0001; seguida de
testes multiplos de Tukey, p<0,05).
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Figura 4. Area foliar (mm? medianas e respectivos quartis) consumida pelas
larvas de primeiro instar de Metriona elatior em seis espécies de Solanum, em
testes sem (A) e com (B) chance de escolha (testes de Kruskal-Wallis;
p<0,0001 e p=0,0634, respectivamente; seguidos de testes multiplos de Dunn,
p<0,05).
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Figura 5. Area foliar (mm? medianas e respectivos quartis) consumida pelas
larvas de quinto instar de Metriona elatior em seis espécies de Solanum, em
testes sem chance de escolha (testes de Kruskal-Wallis, p<0,0001; seguido de
testes multiplos de Dunn, p<0,05).
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Figura 6. Area foliar (mm? medianas e respectivos quartis) consumida pelas
larvas de quinto instar de Metriona elatior, mantidas em Solanum
aculeatissimum (A), Solanum atropurpureum (B) e Solanum viarum (C), para
testes com chance de escolha em seis espécies de Solanum (testes de
Kruskal-Wallis, p<0,0001; p=0,0001 e p=0,0003; respectivamente e seguidos
de testes multiplos de Dunn, p<0,05).
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As fémeas de M. elatior ovipositaram significativamente mais sobre S.
atropurpureum em relacdo a S. aculeatissimum, S. melongena, S.
sisymbriifolium e S. viarum, e todas diferiram de S. guaraniticum, na qual as

fémeas néo ovipositaram (Figura 7).

3.4. Discusséo

Os resultados indicaram que a performance de M. elatior, levando-se em
conta o tamanho das pupas e adultos, o tempo de desenvolvimento e a
sobrevivéncia € maior sobre plantas de S. aculeatissimum, S. atropurpureum e
S. viarum. A sobrevivéncia, entretanto, foi menor em S. aculeatissimum em
relacdo as outras duas plantas citadas. O tamanho é uma das mais importantes
medidas de performance em qualquer organismo e pode ser considerada uma
caracteristica morfolégica e de histéria de vida intimamente relacionada ao
tempo de desenvolvimento e taxa de crescimento (NYLIN & GOTTHARD 1998). A
mesma variacdo de tamanho serd mostrada no Capitulo Ill, para os adultos
obtidos nas mesmas plantas, através de andlises do tamanho do centrdide das
asas posteriores, élitros e genitalia dos machos.

Claramente ha desvantagem na alimentacdo em S. melongena, S.
guaraniticum e S. sisymbriifolium, a qual pode estar relacionada aos fatores
pré-ingestivos abordados no Capitulo I, como a alta densidade de tricomas
estrelados nestas plantas, também j& relatada para S. guaraniticum (MEDEIROS
& BoLicoN 2007), que interfere no emprego do tempo em diferentes atividades
das larvas. Além disso, dentre fatores pés-ingestivos, a qualidade da planta

hospedeira, em termos nutricionais, vem sendo relatada como um fator
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Figura 7. Taxas de oviposicdo (%) das fémeas de Metriona elatior em
diferentes espécies de Solanum (testes de Qui-quadrado, com correcdo de
Bonferroni, alfa = 0,003).
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determinante para o desempenho de insetos herbivoros e evolucdo da
especificidade de certos grupos (IKONEM 2002, SCHEIRS et al. 2003, SINGER et
al. 2004). Ainda, cabe ressaltar, a proximidade filogenética das plantas que
conferiram maior performance e a distancia das mesmas aquelas que
proporcionaram menor performance, que por sua vez Sao mais proximas entre
si (LEVIN et al. 2006, Miz et al. 2008, Poczal et al. 2008).

O uso de varias plantas por um inseto pode resultar da diferenca na
preferéncia, que pode ser definida como o desvio de um comportamento ao
acaso, nao relacionado a variacdo das plantas (SINGER 2008). As larvas de
primeiro instar de M. elatior ndo apresentaram preferéncia, pois apenas
rejeitaram S. guaraniticum. Salientamos um consumo mais baixo nos testes de
multipla escolha, 0 que pode indicar que em meio a alternativas essas larvas
acabam ingerindo menos tecido foliar. O primeiro instar larval € considerado o
mais critico para os insetos, tendo em vista principalmente o tamanho diminuto,
gque maximiza a efetividade das barreiras impostas pela planta hospedeira,
muitas vezes impedindo a fixacdo, mobilidade e alimentacdo (JOHNSON &
ZALUCKI 2005, CLARKE & ZALuckl 2000, SHELOMI et al. 2010). A obtencéo de
adultos criados em S. guaraniticum e o fato de as larvas ingerirem pouco
alimento nesta planta durante as 24 horas dos testes indicam que as larvas
passam a se alimentar de fato nessa planta apos este periodo.

Nos testes sem chance de escolha, as larvas de quinto instar néo
apresentaram preferéncia e, assim como as de primeiro instar, apresentaram
um baixo consumo de S. guaraniticum. Um baixo consumo foliar representa um
risco para as larvas de quinto instar, pois a necessidade de acumular energia

para o estagio de pupa aumenta neste estadio (SLANSKY 1993, BROWNE 1995),
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onde para os insetos em geral cerca de 60% do alimento consumido durante
todo o estagio larval é ingerido no quinto instar (SCRIBER & SLANSKY 1981), o
gue € extensivo aos cassidineos (MEDEIROS & MOREIRA 2003).

Apesar da necessidade de ingerir mais quantidade de alimento, o quinto
instar também sofre influéncia da planta hospedeira. Os testes de multipa
escolha das larvas de quinto instar indicam nao haver aprendizagem.
Entretanto, a experiéncia anterior (do primeiro ao quarto instar) em S.
aculeatissimum e S. atropurpureum, aparentemente, potencializou o consumo
nestas duas plantas, o que ndo ocorreu para os individuos criados em S.
viarum, que nao apresentaram alto consumo nesta planta por ocasidao dos
testes de mudltipla escolha. As plantas com maior consumo também foram
aquelas responséaveis por maior performance, com excecdo de S. viarum, que
na ocasido de multipla escolha teve baixo consumo. Neste caso, podemos
especular que S. viarum nao é atrativa para as larvas de M. elatior, 0 que pode
estar relacionado a presenca de deterrentes ou a alta densidade de tricomas
simples. Entretanto, esses fatores nao influenciam na performance, mas podem
estar interferindo na preferéncia. Medidas como o tempo de desenvolvimento,
tamanho e sobrevivéncia podem per si dirigir a evolugdo do uso da planta
hospedeira (VAN NOUHUYS et al. 2003)

Além da performance e preferéncia das larvas, a escolha da planta
hospedeira pelas fémeas no ato de oviposicdo € crucial para o
desenvolvimento de qualquer inseto herbivoro. As fémeas de M. elatior
apresentaram maior percentual de oviposicdo em uma das plantas que
conferiram maior performance e maior consumo pelas larvas de quinto instar,

S. atropurpureum. Eventualmente a escolha da fémea pode néo ser a melhor
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para a sua prole (THOMPSON 1988b), como é o caso das fémeas que
ovipositaram em S. melongena e S. sisymbriifolium. Neste caso, pode estar
agindo o fato de M. elatior ser oligéfaga, e estar ocorrendo uma sobreposi¢cédo
de estimulos da planta hospedeira (BERNAYS & CHAPMAN 1994, SHOONHOVEN
2005) ou a performance e a preferéncia terem taxas evolutivas diferentes ou
ainda a auséncia de inimigos naturais (THOMPSON 1988b) nessas plantas, o
que deve ser melhor explorado. Esses e outros fatores podem ter influenciado
na escolha, que na maioria das vezes € baseada no reconhecimento de
caracteristicas morfologicas da planta e na concentragcdo de substancias
quimicas e nutrientes (BERNAYS & GRAHAM 1988, FERNANDEZ & HILKER 2007).
Ha estudos que demonstram que a preferéncia ndo visa somente a otimizacao
da performance da prole, mas também a performance do adulto (SCHEIRS et al.
2000) e pode também variar de acordo com a area geografica (FOx & MORROW.
1981), o que resta ser investigado.

Fica claro, diante dos resultados sobre a performance, consumo e
preferéncia, o carater oligofago de M. elatior. Os baixos indices de consumo
foliar para S. guaraniticum podem justificar a falta de registros deste Cassidinae
nesta planta. Entretanto, em condicdes de laboratdrio o desenvolvimento
ocorre tanto nesta, quanto em outras hospedeiras preteridas (S. melongena, S.
sisymbriifolium), mas com consequéncias para performance avaliadas aqui e

para o fenotipo dos adultos, as quais serdo abordadas no capitulo seguinte.
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4.  Capitulo lll: Mudancas na forma e no tamanho das  asas e
edeago de Metriona elatior (Coleoptera, Chrysomelidae,

Cassidinae) criados em diferentes espécies de  Solanum

A ser submetido para Proceedings of the Royal Society B

Resumo . A plasticidade fenotipica € um tema de grande relevancia para a
biologia evolutiva. Plasticidade fenotipica retrata a habilidade de um organismo
alterar sua fisiologia e/ou morfologia em decorréncia de sua integragdo com o
ambiente. A morfometria geométrica, através de suas ferramentas, possibilita a
analise de componentes relacionados a forma e ao tamanho de estruturas de
maneira independente. Metriona elatior (Klug, 1829) (Coleoptera:
Chrysomelidae) se alimenta de plantas do género Solanum (Linnaeus), e
apresenta comportamento e performance diferenciados em hospedeiras
diferentes as quais tém papel crucial em processos que levam a variagcéo
morfolégica. Diante disso, avaliamos se diferentes tipos de alimentacdo durante
o estagio larval influenciam na forma e tamanho das estruturas corporais dos
adultos. Com o uso da morfometria geométrica foram realizadas analises uni
(tamanho) e multivariadas (forma) baseadas em landmarks e semi-landmarks
localizados nos élitros, asas posteriores e edeago de adultos de M. elatior
criados em seis hospedeiras diferentes, Solanum aculeatissimum Jacquin,
Solanum atropurpureum Shrank, Solanum guraniticum Hassl, Solanum
melongena Linnaeus, Solanum sisymbriifolium Lamarck e Solanum viarum
Dunal. Os resultados obtidos demonstram que os élitros e as asas posteriores

apresentam assimetria na sua forma e machos e fémeas apresentam
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dimorfismo sexual na forma e tamanho do centréide. Os élitros e asas
posteriores apresentaram diferenca na forma e tamanho dependendo da planta
hospedeira utilizada pelas larvas. O edeago apresentou diferencas no tamanho
em machos oriundos de diferentes plantas hospedeiras, mas ndo na forma.
Assim, a planta hospedeira € um fator ambiental que promove diferentes
fendtipos de M. elatior atuando na modificagdo do tamanho e forma de suas
asas e genitdlia dos machos, estruturas estas que sdo importantes
evolutivamente tanto no contexto da selecdo natural (v6o) quanto sexual

(genitalia).

Palavras-chave . planta hospedeira, morfometria geométrica, plasticidade

fenotipica, dimorfismo sexual, assimetria
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4.1. Introducao

Analises morfométricas tém revelado que o desenvolvimento regula
complexas interacbes entre fatores genéticos e ambientais, afetando a forma
dos organismos (KLINGENBERG 2010). A evolucdo resultante de mudancas
nessas interacdes favorece supostamente a forma que confere maior valor
adaptativo (Moczec 2009, KLINGENBERG 2010). A variacdo induzida por
estimulos ambientais, como mudanca na dieta, pode ser de grande importancia
evolutiva alterando o processo de desenvolvimento causando o surgimento de
diferenca na forma adulta (WEST-EBERHARD 1989). Para insetos herbivoros, a
habilidade em se alimentar com sucesso em muitas plantas hospedeiras pode
influenciar inmeras caracteristicas da sua historia de vida e estar relacionada
a eventos relativos a plasticidade fenotipica (NYLIN & JANz 2009), que
contempla a capacidade de um Unico genotipo exibir uma variedade de
fendtipos em resposta a variagdo no ambiente.

Assim, MozAFFARIAN et al. (2007) compararam o tamanho e a forma das
asas de adultos de Ectomyelois ceratoniae (Zeller, 1839) (Lepidoptera,
Pyralidae) oriundos de quatro plantas hospedeiras e encontraram variacdes na
forma em consequéncia do crescimento alométrico das estruturas avaliadas, 0
que pode estar relacionado as diferengas no contetdo nutricional das plantas.
SoTo et al. (2008) ndo evidenciaram mudancas quanto a forma das asas de
adultos de Drosophila Fallén, 1823 obtidos em hospedeiras primarias e
secundarias, mas obtiveram diferencas quanto ao tamanho. Ainda, JORGE et al.
(2011) demonstraram diferencas em tamanho e forma da asa anterior direita de
Heliconius erato (Linnaeus, 1764) (Lepidoptera) quando as mesmas foram

criadas em diferentes plantas hospedeiras no sul e sudeste do Brasil. Também
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foram detectadas diferencas na forma entre machos e fémeas e no tamanho do
centroide entre os individuos de diferentes localidades, reforcando o papel do
tipo de alimentacao na forte plasticidade fenotipica desta caracteristica.

A andlise da forma através da morfometria geomeétrica faz uso de dados
de coordenadas bidimensionais (landmarks e semi-landmarks) para descrever
o tamanho e forma ao mesmo tempo, ao invés de utilizar distancias, areas ou
angulos (RoHLF & MARcus 1993). As propriedades matematicas e estatisticas
correspondentes tém sido avaliadas como superiores e os graficos mais
legiveis e de melhor interpretacdo para a biologia aplicada (SCHAEFER &
BOOKSTEIN 2009); tais caracteristicas aliadas ao significado bioldgico da forma
de estruturas funcionais justificam a utilizacdo desta ferramenta para avaliar o
efeito da planta hospedeira na forma das asas e genitalia de insetos.

Metriona elatior (Klug, 1829) se alimenta de varias espécies do género
Solanum (Solanaceae), dentre elas, Solanum viarum Dunal (MEDAL et al. 1999),
Solanum sisymbriifolium Lamarck (HiLL & HuULLEY 1996), Solanum
atropurpureum Shrank, Solanum aculetissimum Jacquin (LIMA et al. 1968) e a
cultivada Solanum melongena Linnaeus (HiLL & HuLLEY 1996, MEDAL et al.
1999). Todas as plantas citadas sdo encontradas no sul do Brasil e foram
utilizadas também na obtencéo de dados sobre performance deste herbivoro
(Capitulo 11).

O numero variavel de hospedeiras para este colebéptero, bem como
diferencas comportamentais e na performance ja demonstradas (Capitulo Il e
[l) nos indicaram explorar possiveis consequéncias morfolégicas da
alimentacao larval em diferentes plantas hospedeiras. Analisamos a existéncia

de modificacbes na forma e tamanho das asas e genitdlia dos machos em
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adultos oriundos de plantas nas quais apresentam diferente performance e
comportamento. Valendo-se da morfometria geométrica também verificamos
variacbes na forma e tamanho dos sexos e entre lado direito e esquerdo do
corpo (assimetria direcional) no intuito de conhecer melhor estas caracteristicas

no sistema estudado.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Criacao e preparacao dos insetos.

Adultos de M. elatior foram coletados no campo em folhas de S.
atropurpureum, S. sisymbriifolium e S. viarum e mantidos no laborat6rio em
camara climatizada (25+1C; L14:D10), localizada no Departamento de
Zoologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto
Alegre, RS, Brasil. Todos os adultos foram mantidos em folhas de S. viarum e
as ootecas obtidas foram colocadas em placas de Petri cobertas com papel
filtro umedecido. As larvas recém-eclodidas foram transferidas para potes de
plastico (3.5 X 11 X 11lcm) e alimentadas até o empupamento com folhas de
diferentes plantas hospedeiras: S. aculeatissimum (n = 12 adultos), S.
atropurpureum (n = 14), S. melongena (n = 18), S. sisymbriifolium (n = 23) e S.
viarum (n = 23). Apesar de nado haver registro da ocorréncia, foram incluidos
individuos criados em Solanum guaraniticum Hassl (n = 23). As plantas
utilizadas para a alimentagdo das larvas foram cultivadas em telado de
sombrite 50% localizada no Campus do Vale da UFRGS. ApGs a emergéncia
dos adultos, os individuos foram mortos por congelamento e fixados em fluido

de Dietrich. As asas posteriores foram removidas e reidratadas em uma
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sequéncia de etanol, agua e glicerina e entdo montadas em laminas semi-
permanentes e fotografadas com camera Sony® Cyber-shot DSC-H10 acoplada
a estereomicroscopio Leica® M125. Os élitros e edeago foram submetidos aos
mesmos passos de hidradacdo exceto a montagem em lamina e fotografados
em posicao padronizada. As asas posteriores e élitros foram fotografados em
sua face ventral com aumento de 20X e o edeago em vista lateral com

aumento de 40X.
4.2.2. Morfometria geométrica

As andlises correspondentes foram desenvolvidas na State University of New
York, Stony Brook. Nos élitros, foram digitalizados quatro landmarks e 12 semi-
landmarks no contorno (Figura 1A). No edeago, foram digitalizados trés
landmarks e 13 semi-landmarks (Figura 1B). Nas asas posteriores, foram
digitalizados 23 landmarks, localizados nas interseccdes e extremidades das
veias (Figura 1C). A descricdo dos landmarks estd contida na tabela 1,
seguindo-se a nomenclatura utilizada por CHABOO (2007). As digitalizacdes
foram feitas usando-se o software TPSDig, versdo 2.16 (RoHLF 2010a). Para a
analise com semi-landmarks, foi criado um arquivo no qual sdo dadas as
coordenadas que representam o contorno através do software TPSULil, verséo

1.46 (ROHLF 2010Db).
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Figura 1. Landmarks (vermelho) e semi-landmarks (azul) localizados na vista
ventral dos élitros (A), vista lateral do edeago (B) e vista dorsal das asas
posteriores (C) de Metriona elatior.



83

Tabela 1. Descricédo dos landmarks exibidos na Figura 1.

Estrutura NuUmero Posicéo

1 Extremidade proximal da veia subcostal (Sc)

2 Extremidade proximal da veia radial(R)

3 Extremidade proximal da veia cubital anterior (CuA)

4 Interseccéo da extremidade proximal da veia anal anterior (AA)
com a extremidade proximal da veia cubital anterior (CuA)

5 Interseccgdo da veia anal anterior 3+4 (AA3+4) com a veia anal
anterior (AA)

6 Extremidade distal da veia anal anterior 3+4 (AA3+4)

7 Interseccgéo da extremidade proximal da veia cubital anterior
3+4 (CuA3+4) e veiaanal anterior 1+2 (AA1+2)

8 Extremidade distal da veia cubital anal 3+4 e veia anal anterior
1+2 (CuA3+4+AA1+2)

9 Interseccéo da veia cubital anterior 1+2 (CuAl+2) e veia média
posterior(mp3)

10 Extremidade proximal da veia mediana posterior 3 (mp3)

Asa 11 Extemidade distal da veia mediana posterior 3 (mp3)
posterior 12 Extremidade proximal da veia mediana espuria (mspr)
13 Extremidade distal da veia mediana espuria (mspr)
14 Extremidade proximal da veia radial posterior 2 (RP2)

15 Extremidade distal da veia radial posterior 2 (RP2)
16 Extremidade distal da veia radial posterior 1 (RP1)

17 Protuberancia da veia radial posterior media posterior 2 (rp-
mp2)
18 Extremidade da veia radial posterior media posterior 2 (rp-mp2)
19 Extremidade proximal da veia radial 3 (r3)
20 Interseccgéo da veia radial 3 (r3) com a radial anterior
3+4(RA3+4)
21 Interseccdo da veia radial (R) com a radial anterior 3+4
(RA3+4)
22 Extremidade distal da veia radial (R)
23 Interseccdo da veia subcostal (Sc) com a veia radial (R)
1 Angulo entre a margem da sutura e margem basal
. 2 Angulo apical
Elitro A
3 Angulo anterolateral
4 Processo basal
1 Depressao na base ventral
Edeago 2 Base dorsal

3 Extremidade distal
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Para avaliar a necessidade de analisar as estruturas localizadas no lado
direito e esquerdo do corpo, foi conduzido um teste de assimetria, ocasido em
que as coordenadas obtidas para os éltiros e asas posteriores dos individuos
foram espelhadas para um lado do corpo e a imagem resultante alinhada aos
landmarks correspondentes de ambos os lados. Apds, foram escalonadas,
superimpostas e rotadas pela sobreposicdo de Procrustes (GPA) (BOOKSTEIN
1991). Finalmente, a assimetria foi medida através do desvio entre os pares
correspondentes de landmarks através da analise de variancia (ANOVA) da
variacdo obtida para cada planta hospedeira (KLINGENBERG & MCINTYRE 1998,
KLINGENBERG et al. 2002). Todos os passos desta analise foram realizados no
software MorphoJ® (KLINGENBERG 2011).

Para testar se a criacdo em diferentes plantas hospedeiras pode trazer
consequéncias ao tamanho do centroide (raiz quadrada da soma do quadrado
das distancias de cada landmark até o ponto médio de todos os landmarks),
esta medida foi calculada no TPSRelw, versao 1.45 (RoHLF 2007). Os valores
correspondentes foram logaritmizados e submetidos a uma ANOVA de dois
fatores (planta e sexo). Comprovada a existéncia de diferenca, foram
comparados os intervalos de confianca dentro de cada fator (SOKAL & ROHLF
1996).

As coordenadas relacionadas aos marcos que definem a forma foram
sobrepostas através do método de Procrustes e as diferengas entre individuos
nas coordenadas correpondentes aos landmarks e semi-landmarks foram
utilizadas para as comparacdes multivariadas acerca da variagdo na forma.
Para os élitros e edeago, utilizamos o método de “sliding” para os semi-

landmarks, que se estende do procedimento da sobreposicdo de Procrustes
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adicionando um passo no qual os pontos referentes aos semi-landmarks séo
deslizados ao longo do contorno de um espécime de referéncia (BOOKSTEIN
1997).

Uma analise de componentes principais (PCA) dos dados referentes a
localizacdo dos landmarks e semi-landmarks foi realizada para detectar a
porcentagem de variacdo da forma explicada pelos eixos (componentes
principais). Os valores dos componentes principais foram calculados para cada
estrutura corporal, lado do corpo e sexo. As deformacgdes encontradas ao longo
destes eixos foram visualizadas pela criacdo de um grid de deformacéo para a
forma de cada individuo em um modelo que minimiza a energia (bending
energy) necessaria para deformar uma fina placa de metal (i.e. thin plate
spline) através do software TPSRelw, versdo 1.45 (RoOHLF 2007).

Para testar diferencas na forma, foi realizada analise de variancia
multivariada (MANOVA) para o namero total de dimensdes de variacdo, 2p-4,
onde p é o numero total de landmarks e semi-landmarks. Para as analises de
contorno o nimero de dimensdes foi 2p-13 para os élitros e 2p-15 para o
edeago. O numero de dimensdes é uma escolha arbitraria no caso dos semi-
landmarks, portanto, utilizamos aquele que engloba o minimo de 95% da
variacdo (F.J. Rohlf, State University of New York, Stony Brook, comunicacao
pessoal).

Com vistas a maximizar a variagdo na forma originada em diferentes
plantas hospedeiras e, entre os sexos, foi conduzida uma anélise candnica e,
em seguida, foi testada a validagédo cruzada, que estima uma porcentagem de
classificacdo imparcial dos individuos no qual um individuo € retirado e

realocado de acordo com o resultado anterior e a porcentagem de realocacéo
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no grupo correto é quantificada.
As analises estatisticas uni- e multivariadas foram realizadas no software

Matlab®, versao 7.1 es0.0.499.

4.3. Resultados

Foram encontrados valores significativos de assimetria nas asas
posteriores e élitros. Para as asas posteriores, os valores foram significativos
para adultos obtidos em S. atropurpureum, S. sisymbriifolium e S. viarum. Para
os élitros, as diferengas foram significativas para os adultos oriundos de todas
as plantas testadas (Tabela 2). Em virtude deste resultado, exibimos os
resultados das demais andlises para as estruturas do lado direito e esquerdo
do corpo no intuito de ndo mascarar possiveis resultados distintos.

Os resultados do PCA mostram os dois eixos de maior variacdo da
forma. Para o élitro direito os dois primeiros componentes principais explicaram
53,75% da variacdo (PC1 30,35% e PC2 23,40%). Para o élitro esquerdo,
63,87% da variagdo esteve contida neste intervalo (PCl 37,23% e PC2
26,64%). Para as asas posteriores, a porcentagem da variagao explicada por
esta analise para a asa posterior direita foi 33,43% (PC1 22,30% e PC2
11,13%) e, de 37,88%, para asa posterior esquerda (PC1l 25,46% e PC2
12,42%). Para o edeago, 57,11% da variacdo na forma foi explicada pelos dois
primeiros componentes principais (PC1 35,34% e PC2 21,77%) (Figura 2). As
deformacgfes encontradas no primeiro componente principal estdo ilustradas na

figura 3.
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Tabela 2. Anova de procrustes sobre a forma das asas posteriores e élitros
direito e esquerdo de Metriona elatior criados em diferentes plantas
hospedeiras. Esta analise assume que os landmarks tém variacao isotropica.
Os valores de P em negrito enfatizam os efeitos significativos.

Planta Estrutura g.l.*  SQ** MQ** F P

I Asa posterior 42  0,0007 0,000016 1,29 0,1087
S-aculeatissimum -y, 30 001375 0,000458 48,68 <,0001
S.atropurpureum  Asa posterior 42 0,00061 0,000014 2,91 0,0007
Elitro 30 0,01039 0,000347 43,35 <,0001

S.guaraniticum Asa posterior 42  0,00058 0,000013 1,27 0,1207
Elitro 30 0,01591 0,000530 59,82 <,0001

S.melongena Asa posterior 42  0,00054 0,000012 0,89 0,6658
Elitro 30 0,03844 0,001281 76,51  <,0001

S.sisymbriifolium  Asa posterior 42  0,00071 0,000017 1,85  0,0010
Elitro 30 0,01948 0,000649 183,66 <,0001

S.viarum Asa posterior 42  0,0017 0,000040 3,43 <,0001
Elitro 30 0,02638 0,000879 103,97 <,0001

*g.l.: 2p-4

*SQ e MQ: soma e média dos quadrados na

distancias de Procrustes

unidade das dimensodes das
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Figura 2. Dois primeiros componentes principais sobre os residuos da forma
de Metriona elatior criados em diferentes plantas hospedeiras para élitro direito
(A) e esquerdo (B), asa posterior direita (C) e esquerda (D) e edeago (E). Os
simbolos indicam adultos oriundos de Solanum aculeatissimum (), Solanum
atropurpureum ( ), Solanum guaraniticum ( ), Solanum melongena (+),
Solanum sisymbriifolium () e Solanum viarum ( ).
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Figura 3. Deformacdes ao longo do primeiro componente principal na asa
posterior direita (A), esquerda (B), élitro direito (C) e esquerdo (D) e edeago (E)
de Metriona elatior criados em diferentes plantas hospedeiras. A linha continua
representa 0s escores positivos e a linha descontinua representa os escores

negativos.
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Foram obtidas diferengcas quanto ao tamanho do centroide nos élitros,
nas asas posteriores e no edeago de M. elatior criados nas diferentes plantas
hospedeiras, bem como entre machos e fémeas para os élitros e asas
posteriores. Nao houve interacdo entre os fatores planta e sexo (Tabela 3);
entdo, foi considerada a variacdo obtida dentro de cada fator. Para os élitros
(Figura 4) e asas posteriores (Figura 5), o tamanho do centrdide foi maior nos
individuos criados em S. viarum e S. atropurpureum em relacdo aos criados em
S. guaraniticum, S. melongena e S. sisymbriifolium. Aqueles oriundos de S.
aculeatissimum foram maiores que os de S. guaraniticum. Para o edeago, 0
tamanho foi maior em S. viarum em relacdo a S. guaraniticum e S. melongena.
Entre as demais plantas ndo houve diferenca (Figura 6). O tamanho do
centroide foi maior para fémeas em relacdo aos machos em todas as estruturas
analisadas (Figura 7).

Os resultados da MANOVA indicaram a existéncia de diferencas na
forma dos élitros e asas posteriores de adultos criados em plantas hospedeiras
e entre 0s sexos, mas néo houve interagao entre estes fatores. Para o edeago,
nao houve efeito significativo das plantas na forma (Tabela 4).

A forma das asas posteriores e élitros diferiu entre machos e fémeas,
onde mais de 50% da variacdo na forma explicada pela primeira variavel
candnica. Cerca de 90% da variacao dos élitros e 60% da variacdo das asas
posteriores foram explicadas pela soma da primeira variavel canoénica (CV1) e
segunda (CV2) (Figura 8). De acordo com as meédias da analise canbnica das
asas posteriores, os individuos criados em S. viarum, S. atropurpureum e S.

aculeatissimum situam-se mais distantes dos oriundos
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Tabela 3. Analise de variancia do tamanho do centréide testado para efeito da
planta hospedeira e sexo nos élitros, edeago e asas posteriores de Metriona
elatior. Os valores de P em negrito indicam os efeitos significativos.

Estrutura Fator g.l. SQ MQ F P
Planta 5 0,10956 0,02191 9,41 <0,0001
. Sexo 1 0,06534 0,06534 28,06 <0,0001
Elitro direito  pjanta*Sexo 5 0,01423 0,00285 1,22 0,304
Erro 101 0,23518 0,00233
Planta 5 0,11983 0,02397 9,95 <0,0001
Elitro Sexo 1 006453 0,06453 26,78 <0,0001
esquerdo Planta*Sexo 5 0,0064 0,00124 0,51 0,764
Erro 101  0,24332 0,00241
Planta 5 0,02605 0,00521 3,4 0,009
Edeago Erro 52  0,07965 0,00153
Planta 5 0,06189 0,01238 7,19 <0,0001
Asa posterior Sexo 1 0,11383 0,11383 66,11 <0,0001
direita Planta*Sexo 5 0,00752 0,0015 0,87 0,502
Erro 95 0,16357 0,00172
Planta 5 0,05934 0,01187 6,88 <0,0001
Asa posterior Sexo 1 0,09594 0,09594 55,58 <0,0001

esquerda Planta*Sexo 5 0,00639 0,00128 0,74 0,595
Erro 95 0,16398 0,00173
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Tamanho do centroide (log)

Figura 4. Comparacao dos intervalos de confianca de 95% para as médias do
logaritmo do tamanho do centréide do élitro direito (A) e esquerdo (B) de
Metriona elatior oriundos de hospedeiras diferentes. As médias nas quais 0s
intervalos ndo se sobrepdem estdo indicadas por letras diferentes que
representam diferenca estatistica; alfa = 0,05.
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Tamanho do centroide (log)

Figura 5. Comparacao dos intervalos de confianca de 95% para as médias do
logaritmo do tamanho do centréide da asa posterior direita (A) e esquerda (B)
de Metriona elatior oriundos de hospedeiras diferentes. As médias nas quais 0s
intervalos ndo se sobrepdem estdo indicadas por letras diferentes que
representam diferenca estatistica; alfa = 0,05.
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Tamanho do centréide (log)
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Figura 6. Comparacao dos intervalos de confianca de 95% para as médias do
logaritmo do tamanho do centréide do edeago de Metriona elatior oriundos de
hospedeiras diferentes. As médias nas quais 0s intervalos ndo se sobrepbem
estdo indicadas por letras diferentes que representam diferenca estatistica; alfa

=0,05.
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Figura 7. Comparacao dos intervalos de confianca de 95% para as médias do
logaritmo do tamanho do centrdide do élitro direito (A) e esquerdo (B) e asa
posterior direita (C) e esquerda (D) de Metriona elatior. As médias nas quais 0s
intervalos ndo se sobrepdem estdo indicadas por letras diferentes que
representam diferenca estatistica; alfa = 0,05.
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Tabela 4. Andlise de variancia multivariada das variaveis de forma testadas
para efeito da planta hospedeira e sexo nos élitros, edeago e asas posteriores
de Metriona elatior. Os valores de P em negrito indicam os efeitos
significativos.

g.l

g.l

Estrutura Fator g.l.  Wilks’ F P
num. den.
Planta 5 00866 24783 105 400 <0,0001
Elitro direito  Sexo 1 02832 97627 21 81 <0,0001
Planta*Sexo 5 03658 08716 105 400 0,8004
Elit Planta 5 0,1000 2,2958 105 400 <0,0001
Iro | Sexo 1 03387 75309 21 81 <0,0001
esquerdo  pianta*Sexo 5 01807 15991 105 400 0,071
Edeago Planta 5 00911 13405 85 178 0.0501
A erioy Planta 5 00139 17777 210 273 <0,0001
sa dpost eror sexo 1 00436 28203 42 54 <0,0001
Ireita Planta*Sexo 5 02174 04685 210 273 1
A erioy  Planta 5 00130 18195 210 273 <0,0001
Sa pos gr'or Sexo 1 02047 49953 42 54 <0,0001
esquerda  panta*Sexo 50,0398 1,1900 210 273  0,0885
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Figura 8. Andlise canbnica da variacdo da forma do élitro direito (A), élitro
esquerdo (B), asa posterior direita (C) e asa posterior esquerda (D) de Metriona
elatior criados em diferentes plantas hospedeiras. Os simbolos indicam adultos
oriundos de Solanum aculeatissimum ( ), Solanum atropurpureum ( ),
Solanum guaraniticum (), Solanum melongena (+), Solanum sisymbriifolium
( ) e Solanum viarum ( ). Os simbolos maiores e em cinza representam as
médias.
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de S. melongena, S. sisymbriifolium e S. guaraniticum, que se aproximam entre
si. Para a asa posterior esquerda, as médias dos individuos de S.
atropurpureum aparecem mais proximas dos de S. melongena. Para os élitros,
a meédia da analise canbnica dos adultos oriundos de S. viarum situa-se
distante daquela dos adultos de S. guaraniticum principalmente e, os de S.
atropurpureum, proximos dos de S. melongena e S. sisymbriifolium (Figura 8).

Também foi observado dimorfismo sexual quanto a forma dos élitros e
asas posteriores. A primeira variavel candnica representa 51,70% e 63,93% da
variacao para o élitro direito e esquerdo, respectivamente, e 49,11% e 59,80%
para a asa posterior direita e esquerda, respectivamente (Figura 9).

A validacao cruzada entre individuos criados em cada planta hospedeira
gerou taxas de discriminacdo variando de razoaveis a baixas. Para as asas
posteriores direita e esquerda, respectivamente, as maiores porcentagens
foram para S. atropurpureum (35,71% e 50%), S. guaraniticum (56,52% e
47,83%), S. sisymbriifolium (31,82% e 36,36%) e S. viarum (50% e 30%). Para
os élitros direito e esquerdo, obteve-se uma porcentagem de classificacdo
correta maior em S. aculeatissimum (53.85% e 46,15%), seguida de S.
sisymbriifolium (47,83% e 34,78%) e S. viarum (39,13% e 34,78%). Em S.
guaraniticum (39,13% e 29,41%) e S. melongena (17,65% e 17,65%) existe

uma maior porcentagem de classificacao errada dos individuos (Tabela 5).

4.4. Discusséo
A plasticidade e o ambiente desempenham papéis fundamentais na

evolucdo da variacdo fenotipica e na selecdo desta variacdo. Uma determinada
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Figura 9. Analise candnica da variacdo da forma do élitro direito (A), élitro
esquerdo (B), asa posterior direita (C) e asa posterior esquerda (D) de Metriona
elatior para fémeas ( ) e machos ( ).
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Tabela 5. Porcentagem de classificacdo correta da planta hospedeira na qual
as larvas de Metriona elatior foram criadas, com base nas variaveis de forma
resultantes da analise candnica segundo o procedimento de validacdo cruzada.
As linhas mostram a porcentagem de individuos criados em cada uma das
plantas hospedeiras e as colunas mostram os individuos classificados em cada
planta. As classificacdes corretas estdo em negrito.

S. S. S. S. S. S.
aculeatissimum  atropurpureum guar@niticum melongena  sisymbriifolium viarum
Elitro direito
S. aculeatissimum 53,85 7,69 15,38 7,69 7,69 7,69
S. atropurpureum 0 78,57 0 7,14 0 14,29
S.guaraniticum 21,74 13,04 17,39 17,39 17,39 13,04
S. melongena 0 5,88 35,29 17,65 29,41 11,76
S. sisymbriifolium 0 4,35 17,39 30,43 39,13 0
S.viarum 4,35 21,74 4,35 4,35 26,09 39,13
Elitro esquerdo
S. aculeatissimum 46,15 7,69 23,08 7,69 0 15,38
S. atropurpureum 14,29 28,57 7,14 21,43 21,43 7,14
S. guaraniticum 34,78 8,70 39,13 4,35 4,35 8,70
S. melongena 11,76 17,65 5,88 29,41 23,53 11,76
S. sisymbriifolium 8,70 13,04 0 26,09 34,78 17,39
S. viarum 8,70 13,04 8,70 8,70 26,09 34,78
Asa posterior direita
S. aculeatissimum 25,00 25,00 8,33 16,67 8,33 16,67
S. atropurpureum 14,29 35,71 0 35,71 7,14 7,14
S. guaraniticum 4,35 4,35 56,52 21,74 8,70 4,35
S. melongena 12,50 18,75 6,25 18,75 31,25 12,50
S. sisymbriifolium 4,55 13,64 18,18 18,18 31,82 13,64
S. viarum 0 15,00 10,00 5,00 20,00 50,00
Asa posterior esquerda

S. aculeatissimum 41,67 8,33 25,00 0 8,33 16,67
S. atropurpureum 7,14 50,00 0 21,43 21,43 0
S. guaraniticum 8,70 8,70 47,83 4,35 26,09 4,35
S. melongena 0 18,75 12,50 37,50 18,75 12,50
S. sisymbriifolium 9,09 9,09 13,64 18,18 36,36 13,64
S. viarum 10,00 15,00 15,00 5,00 25,00 30,00
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mudanc¢a ambiental como a presenca de uma nova planta hospedeira no lugar
da usual ou mesmo como uma alternativa pode gerar fendtipos alternativos que
podem ser mantidos ou eliminados por selecdo (WEST-EBERHARD 2003,
FuTtuYymMA 1986). M. elatior apresentou fendtipos modificados para a forma e
tamanho dos élitros e asas posteriores, e tamanho da genitadlia masculina
guando alimentadas de hospedeiras diferentes.

Os élitros direito e esquerdo de M. elatior apresentaram assimetria
direcional em todas as plantas testadas, o que pode representar uma finalidade
adaptativa desta caracteristica, a qual deve ser testada e que, de acordo com
nosso conhecimento ainda n&o foi noticiada, exceto que ha uma leve
divergéncia na trajetéria da regido apical dos élitros encontradas em algumas
familias de Coleoptera (CRoOwsON 1981, KENNER 2008). Nesses insetos, 0
primeiro par de asas é diferenciado em élitros que tem a funcdo protetora,
encobrindo as asas posteriores e os espiraculos abdominais (CRowsON 1981),
sendo que em alguns Cassidinae as margens sao expandidas (CHABOO 2007).
As asas posteriores sdo as grandes responsaveis pelo v6o nesta ordem e a
assimetria foi observada nos adultos oriundos de S. atropurpureum, S.
sisymbriifolium e S. viarum. A apresentacdo de estruturas simétricas € o
fendtipo ideal para os organismos, visto que a simetria mantém o corpo em um
equilibrio estavel; entretanto, a assimetria ndo necessariamente resulta em
uma instabilidade, as vezes a norma pode ser contraria, ou seja, a assimetria
(MOLLER & SwADDLE 1997). A assimetria direcional, avaliada neste trabalho,
nao vem sendo relatada como um eventual acidente durante a morfogénese e
consequentemente instabilidade no desenvolvimento. Juntamente com a

antissimetria tem sido interpretada em termos de assimetria adaptativa e
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funcional (PELABON & HANSEN 2008). KLINGENBERG et al. (1998), por exemplo,
encontrou uma assimetria direcional na forma das asas em trés géneros de
Diptera e sugeriu que essa caracteristica deve ser conservada evolutivamente
e que provavelmente seja insuficiente para afetar a eficiéncia do véo.

As porcentagens explicadas pelos componentes principais e variaveis
candnicas de maior variagcdo da forma das asas posteriores ndo seguem o
padrao observado para os élitros. O mesmo ocorre para os dados da validacdo
cruzada, o que parece razoavel, a medida que ao longo da evolucdo dos
Coleoptera padrbes diferenciados de selecdo atuaram sobre estas estruturas,
contribuindo para o estabelecimento de funcdes distintas desempenhadas por
elas (CRoOwsON 1981, FEDRIGO & WRAY 2009). Analises acerca da forma das
asas posteriores de colebdpteros Scarabaeinae, com enfoque filogenético,
sugerem que as caracteristicas das asas refletem a morfologia do corpo como
um todo e que forcas seletivas externas podem influenciar o desenvolvimento
das asas em insetos (BAl et al. 2011).

Machos e fémeas de M. elatior apresentaram dimorfismo quanto ao
tamanho do centroide e forma dos élitros e asas posteriores. O dimorfismo
sexual de tamanho é um fenbmeno n&o raro entre animais e bastante
conhecido para os insetos em dire¢cdo e magnitude (STILLWELL et al. 2010). Em
Coleoptera geralmente o macho é menor que a fémea (Buzzi 2005) e, para
Cassidinae, as fémeas sdo de 10 a 20% maiores que os machos (JOLIVET
1999, CHABOO 2007). Comumente, 0s sexos respondem diferentemente a
variacbes ambientais (BLANCKENHORN et al. 2006), mas esta tendéncia nao foi a
encontrada por nés, visto que nas analises de variancia uni- (tamanho do

centrdide) e multivariadas (forma) ndo houve interacdo entre os fatores sexo e
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planta hospedeira. Para M. elatior, ambos os sexos responderam na mesma
intensidade em relacdo ao tamanho e forma quando os imaturos foram criados
em plantas hospedeiras distintas.

As plantas que conferiram maior performance, S. aculeatissimum, S.
atropurpureum e S. viarum (Capitulo 1) também conferiram maior tamanho do
centroide para asas posteriores e élitros, corroborando as medidas do tamanho
do corpo dos adultos e das pupas (Capitulo 1l). O tamanho é caracteristica
fundamental para os organismos e a origem de tamanhos diferentes implica no
valor adaptativo, mecanismos comportamentais e fisiolégicos (BLANCKENHORN
2009). A forma das asas posteriores dos adultos criados em S. viarum difere
em relacdo aqueles oriundos de outras plantas, aproximando-se daquela
originada quando alimentados por S. aculeatissimum na asa posterior
esquerda, mas diferente das originadas por S. atropurpureum, S. guaraniticum,
S. melongenae S. sisymbriifolium. Para os élitros, os grupos com diferentes
formas ndo sdo muito claramente distintos, apesar dos eixos de variacdo serem
explicados em maior grau. As diferencas entre os padrdes para asa direita e
esquerda devem-se principalmente & assimetria encontrada. E de se supor que
a forma encontrada para S. viarum e S. aculeatissimum é aquela que garante
uma maior performance a M. elatior, o que foi abordado no Capitulo Il e pode
estar associada a caracteristicas das plantas hospedeiras.

Miz et al. (2008) realizaram uma revisao sobre as relacdes filogenéticas
de algumas espécies de Solanum do sul do Brasil, onde as plantas utilizadas
no presente estudo estdo organizadas em duas secOes do subgénero
Leptostemonum: 1) Acanthophora, que contém S. atropurpureum em, um

clado irm&o que abrange S. aculeatissimum e S. viarum, as quais Sao espécies
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irmas, e 2) Torva, a qual pertence S. guaraniticum e estd estreitamente
relacionada a S. melongena e S. sisymbriifolium, que pertencem a outra sessao
potencialmente um grupo irmao da secéo Torva (LEVIN et al. 2006, Poczal et al.
2008). Esses dados complementam os resultados aqui obtidos no sentido de
que aproximam quanto ao tamanho (centroide) e forma das asas posteriores e
élitros os individuos criados em plantas mais proximas filogeneticamente.

Quanto as deformacdes encontradas na analise de componentes
principais do edeago podemos observar certa variacdo na forma, mas nao
relacionada com a planta hospedeira durante o estagio larval. Entretanto, o
tamanho do centréide do edeago foi diferente quando machos oriundos de S.
viarum foram comparados aos machos de hospedeiras menos usuais, tais
como S. melongena e S. guaraniticum. EBERHARD et al. (1998) encontraram
valores baixos relacionados a alometria da genitlia, associada a selecao
sexual, em comparacdo a outras estruturas corporais medidas sujeitas
principalmente a selecdo natural (cabeca, torax, pernas), sugerindo um baixo
potencial para variacdo desta caracteristica. No entanto, os autores salientam
que os baixos valores alométricos e divergéncia rapida ndo sdo fenédmenos
incompativeis, sugerindo que medidas concentradas em aspectos especificos
de uma espécie podem revelar diferentes alometrias; ou seja, taxas de
crescimento em diferentes propor¢des. NOs confirmamos que variando a dieta,
o tamanho do edeago em M. elatior se altera no curto espaco de tempo de
apenas uma geracao.

Para um inseto herbivoro imaturo a planta hospedeira é fundamental
durante o seu desenvolvimento em termos de acesso ao alimento e nutrigao.

Para os adultos de M. elatior, o0 que € consumido pelos imaturos traz
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consequéncias para o tamanho e a forma de estruturas corporais. Esta
variacéo fenotipica induzida pelo ambiente (tipo de alimento) assume cada vez
mais um papel importante nas teorias evolutivas principalmente enfatizando a
rapida adaptacdo dos individuos dentro do seu curto tempo de vida, ndo
somente ao longo de geracdes. A importancia desses processos deve ser
levada em conta principalmente no sentido de medir conseqiiéncias na historia
de vida e possivel manutencdo das caracteristicas adquiridas em futuras
geracdes. Ou seja, resta saber em que grau tais caracteristicas sdo herdadas
e/ou associadas a plasticidade fenotipica correspondente (WEST-EBERHARD

2003, FRANKINO & RAFF 2004).
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5. Considerac6es finais

O tempo empregado em diferentes atividades variou de acordo com a
planta hospedeira e de acordo com o habito alimentar de G. spadicea e M.
elatior. As larvas de M. elatior (oligéfaga) se alimentaram mais, caminharam
mais e repousaram menos que as larvas de G. spadicea (mondéfaga) em todas
as plantas exceto S. sisymbriifolium.

A remocdo de tricomas implica em um gasto energético necessario
antes da alimentacdo. Dentre as espécies de Cassidinae estudadas ha uma
variacdo no tempo empregado nessa atividade o que deve estar relacionado ao
habito monadfago / oligéfago. Além disso, ha variacdo no tempo na remocéao de
tricomas entre as plantas que estd relacionado ao fato das mesmas
apresentarem diferentes densidades destes.

Os dados sobre a quantidade, duracdo e intervalos das refeicoes e
sobre como o tempo é empregado ao longo do crescimento larval também
indicam que a alta especificidade de G. spadicea parece ser vantajosa para
esse organismo quando sobre S. sisymbriifolium. Entretanto, a plasticidade
comportamental de M. elatior Ihe confere maiores op¢des quanto ao nimero de
hospedeiras, com alguns custos, medidos aqui pelo tempo na remocéo de
barreiras fisicas (tricomas), mas néo restringindo a sua ocorréncia a uma unica
planta hospedeira.

Verificamos que a plasticidade detectada para M. elatior traz
consequéncias em termos de performance (sobrevivéncia, tamanho e tempo de
desenvolvimento) e preferéncia (consumo foliar e oviposicdo). A maior

performance foi detectada para as larvas mantidas em S. aculeatissimum, S.



112

atropurpureum e S. viarum. Em testes sem chance de escolha, as larvas de
primeiro instar consumiram menor area foliar em S. guaraniticum em
detrimento as demais plantas e nos testes de escolha mdultipla ndo houve
preferéncia. Quando criadas sobre folhas de S. aculeatissimum e S.
atropurpureum, as larvas de quinto instar consumiram maior area foliar destas
plantas em relacdo as demais. As fémeas ovipositaram em maior grau sobre S.
atropurpureum, uma daquelas plantas em que a performance e o consumo
foliar foram maiores, indicando que ha uma correlacdo entre esses resultados;
exceto em S.viarum, planta na qual a performance € alta, mas o consumo foliar
e a escolha para oviposicao pelas fémeas néo.

Ainda, detectamos que a alimentacdo em diferentes plantas hospedeiras
por larvas de M. elatior leva a consequéncias diferentes para a forma e
tamanho dos élitros e asas posteriores, e tamanho do edeago. Assim, a planta
hospedeira € um fator ambiental que promove diferentes fenoétipos (plasticidade
fenotipica). Em adicao, verificamos que os adultos apresentam assimetria na
sua forma, e machos e fémeas apresentam dimorfismo sexual na forma e
tamanho do centréide.

Em suma, os atributos das plantas hospedeiras interferem no
comportamento das larvas (barreiras pré-ingestivas) (Capitulo I) e influenciam
na performance (barreiras poés-ingestivas) (Capitulo 1) e podem trazer
consequéncias para a forma e tamanho de estruturas corporais dos adultos,
que sao importantes evolutivamente no contexto da selegcédo natural (v6o) e

sexual (genitalia) (Capitulo III).
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6. Anexos

Normas da revista Zoologia, para a qual foi formatada a tese.
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todo o processo editorial. Garantindo rapidez eursega na submissdo do seu
manuscrito e agilizando o processo de avalia¢caso €acontre alguma dificuldade com
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de Zoologia. A revista nao recusara as solicitat@giimas dos autores para reproduzir
seus trabalhos.

Para mais informacdes sobre o formato e o estil@wdata, favor consultar um nimero
recente da Revista ou o0 site da Revista em wwwosbg@.org.br. Informacdes
adicionais podem ser obtidas com a editoria cieatifatravés do e-mail
sbz@sbzoologia.org.br.

Forma e preparacdo de manuscrito

ORIENTACOES GERAIS

ZOOLOGIA, periédico cientifico da Sociedade Brasdede Zoologia (SBZ), publica
artigos originais em Zoologia, de autoria de soeiosio-socios da Sociedade. Membros
da SBZ podem publicar sem taxas, no entanto, @aa&ocios é requerido o pagamento
de taxa por pagina publicada, conforme indicadolista atualizada disponivel na
pagina eletrénica da Sociedade (http://www.sbzaalogg.br).
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rejeitado por ZOOLOGIA ou retirado do processoatit por notificacdo por escrito
do Editor-Chefe;

— foram preparados de acordo com estas Instrug@eAidores;

— se aceito para publicacdo e publicado, o artigparte deste, ndo sera publicado em
outro lugar a menos que haja consentimento poit@sicr Editor-Chefe;

— a reproducdo e uso de artigos publicados em ZG®AOe permitido para
comprovados fins educacionais e ndo-comerciaiso§ams demais usos requerem
consentimento e taxas serdo aplicadas quando guop+ os custos para publicacdo
por paginas e de revisao de texto sdo aceitos petoses;
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Comunicacbes Breves: esta forma de publicacdo sepi@ sucinta e definitiva
informacé&o (opondo-se a resultados preliminares)r@io proporcione sua inclusdo em
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secoes e subdivisbes sado possiveis mas o Editde-El&orpo Editorial deveréo aceitar
0 esquema proposto.

Artigos e RevisOes Solicitadas

Titulo. Evite verbosidades tais como "estudos prielires sobre...", "aspectos de..." e
"biologia ou ecologia de...". No titulo, ndo utdizitacbes de autor e data em nomes
cientificos. Quando nomes de taxons forem mencmsad titulo, deveréo ser seguidos
pela indicacdo de categorias superiores entre @S

Resumo. O resumo deve ser relativo aos fatos @umonido-se a indicativo) e deve
delinear os objetivos, métodos usados, conclus@eméicancia do estudo. O texto do
resumo ndo deve ser subdividido nem conter citabd#sgraficas (excecdes serao
analisadas pelos editores). deve constituir-seraninico paragrafo.

Palavras-chave. Utilizar até cinco palavras-chame ieglés, dispostas em ordem
alfabética, diferentes daquelas contidas no tieuldevem ser separadas por ponto e
virgula. Evite 0 uso de expressdes compostas.

Introducgdo. A introducéo deve estabelecer o coatdgtdocumento expressando a area
de interesse geral, apresentando resultados desogue serdo contestados ou
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expandidos e descrevendo a questdo especificasb@elada. Explicacbes de trabalho
anterior devem ser limitadas ao minimo de elemem@sessarios para dar uma
perspectiva adequada. A introducdo néo deve sdisdida.

Material e Métodos. Esta secdo deve ser curta eissonDeve fornecer informacao
suficiente que permita a repeticdo do estudo porosuTécnicas padronizadas ou
previamente publicadas podem ser referenciadas, ndasdetalhadas. Se a secéo
Material e Métodos for curta, ndo deve ser subttleidEvite extensiva divisdo em
paragrafos.

Resultados. Esta secdo deve restringir-se concansobre novas informacdes.
Tabelas e figuras devem ser utilizados apropriadtanemas as informacdes
apresentadas nelas ndo devem ser repetidas no Eex detalhamento de métodos e
interpretacdo dos resultados nesta sec¢ao.

Trabalhos taxondmicos tém um estilo distinto queedser considerado na elaboracéo
do manuscrito. Em artigos taxondémicos a secdo Relmd é substituida pela secao
denominada TAXONOMIA, iniciando na margem esquefddescricdo ou redescricdo
de espécies é acompanhada por um resumo taxonomecdo resumo taxondmico
compreende uma lista de sitios, localidade e esgécilepositados (com 0s respectivos
nameros de depdsito em colecdes cientificas). d#¢&d apropriada segue a sequéncia e
o formato: Pais, Provincia ou Estado: Cidade ouid®edlocalidades menores,
redondezas e outros, latitude, longitude, todosegrdrénteses), numero de espécimes,
sexo (se aplicavel), data de coleta, coletor segoéda palavra leg., nUmero de colecao.
Este € um padrdo geral que pode ser adaptado garantes situacdes e grupos.
Inimeros exemplos podem ser encontrados em fagsiaunteriores de ZOOLOGIA. O
resumo taxondmico é seguido pela secdo coment@m®entarios). Os comentarios
substituem a discussao de outros tipos de artigimsnecem comparacdes com taxa
similares. S&o exigidos numeros de registro em¢deke cientificas para material-tipo
(novos taxa) e para espécimes testemunha. Espétipoesespecialmente hol6tipos
(sintipos, cotipos), ndo devem ser depositados elec@es particulares. Material
fotografico adequado deve ser depositado, se r@@ms$ara tecidos congelados
também deve ser informado nimeros de registromasdados em um museu.
Discussdo. Interpretacdo e explanacdo da relacé®@ easultados obtidos e o
conhecimento atual deve existir na se¢cédo Discus3éee ser dada énfase sobre novos
achados importantes. Novas hipoteses devem san®ate identificadas. Conclusdes
devem ser suportadas por fatos ou dados. Subdivisée possiveis. Uma secédo
Concluséo nao é permitida em Zoologia.

Agradecimentos. Devem ser concisos. A ética requer colegas sejam consultados
antes que seus nomes sejam citados pelo seu auxiistudo.

Literatura Citada. Citacdes sao ordenadas alfabagate. Todas as referéncias citadas
no texto devem ser incluidas na secéo Literatutad@ie todos os itens nesta se¢ao
devem ser citados no texto. Citacdo de estudospunBlicados ou relatorios ndo sao
permitidas. Volume e numero de péaginas devem eahls@oniveis para periodicos.
Cidade, editora e paginacéo total para livros. Resundo sujeitados ao processo de
avaliacdo por pares nao devem ser citados. Trabalpodem ser citados
excepcionalmente como "no prelo” somente até mieste revisdo de texto, quando a
referéncia devera ser completada ou suprimida masainda tenha sido publicada. Se
absolutamente necessario, um relato pode ser dotadwe no texto do manuscrito
como “"pers. comm.", alertando a pessoa citada gaecemunicagdo pessoal sera
transcrita em seu artigo. Comunicacdes pessoaisde@erdo ser incluidas na secao
Literatura Citada. As referéncias citadas no tedéwem ser listadas no final do
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manuscrito, de acordo com os exemplos abaixo. (b tite cada periddico deve ser
completo e sem abreviagoes.

Periddicos

Sempre que disponivel, inclua o DOI (Digital Objégdéntifier) como demonstrado
abaixo.

GUEDES, D.; R.J. YOUNG & K.B. STRIER. 2008. Eneigetosts of reproduction in
female northern muriquis, Brachyteles hypoxanthesn{ates: Platyrrinhi: Atelidae).
Revista Brasileira de Zoologia 25 (4): 587-593. :doil0.1590/S0101-
81752008000400002.

LENT, H. & J. JURBERG. 1980. Comentarios sobre mitgéa externa masculina em
Triatoma Laporte, 1832 (Hemiptera, Redu-viidae)viga Brasileira de Biologia 40
(3): 611-627.

SMITH, D.R. 1990. A synopsis of the sawflies (Hyroptera, Symphita) of America
South of the United States: Pergidae. Revista Bieside Entomologia 34 (1): 7-200.
Livros

HENNING, W. 1981. Insect phylogeny. Chichester,nju¥iley, XX+514p.

Capitulo de livro

HULL, D.L. 1974. Darwinism and historiography, @&8402. In: T.F. Glick (Ed.). The
comparative reception of Darwinism. Austin, Univgref Texas, IV+505p.

Paginas eletronicas

MARINONI, L. 1997. Sciomyzidae. In: A. Solis (Ed.las Familias de insectos de
Costa Rica. Available online at: http://mwww. inbio.
ac.cr/papers/insectoscr/texto630.html [Accessetd: afsaccess].

llustracdes. Fotografias, desenhos, graficos e snajgmvem ser designados como
figuras. Fotos devem ser nitidas e possuir bomrastet Por favor, sempre que
possivel, organize os desenhos (incluindo grafisesfor o caso) como pranchas de
figuras ou fotos, considerando o tamanho da padmaevista. O tamanho de uma
ilustracdo, se necessario, deve ser indicado anifia-se barras de escala verticais ou
horizontais (nunca utilize aumento na legenda).aClaglra deve ser numerada com
algarismos arabicos no canto inferior direito. Aeparar as ilustracdes, os autores
devem ter em mente que o tamanho do espelho deaeide 17,0 por 21,0 cm e da
coluna é de 8,3 por 21,0 cm, devendo ser reserggpaco para legendas e também
devendo haver proporcionalidade a estas dimenB@psas devem ser citadas no texto
em sequéncia numeral. Para propdsitos de revisdas tas figuras devem ser inseridas
no final do texto, apds a secéo Literatura Citadaapds as tabelas caso existam. Os
autores devem estar cientes que, se aceito pafzgniio em ZOOLOGIA, todas as
figuras e graficos deverdo ser enviados ao editor gualidade adequada (ver abaixo).
llustracbes devem ser salvas em formato TIF comomadel compressdo LZW e
enviados arquivos separados. A resolucéo final @0edpi para ilustracbes em preto e
branco e de 300 dpi para as coloridas. Os arquigokistracoes devem ser inseridos no
sistema de submissdo como arquivos suplementareplo@d é limitado a 10 MB por
arquivo. Figuras coloridas podem ser publicadaglelegie o custo adicional seja
assumido pelos autores. Alternativamente, os autposlem escolher por publicar
ilustracbes em preto e branco na versao impressavilia e manté-las em cores na
versao eletrdnica sem custo adicional. Independeite da escolha, estas figuras
devem ser incorporadas, em baixa resolucdo masboanqualidade, diretamente no
manuscrito somente para os fins de revisdo. Cadaafiou conjunto de figuras sob a
mesma legenda (prancha), deve ser incluida no flimalmanuscrito, em paginas
separadas. Legendas das figuras devem ser posia®t@go apos a sec¢do Literatura
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Citada. Use paragrafos separados para cada legendigura ou grupo de figuras.
Observe publica¢des anteriores e siga o padréaadalpara legendas.

Tabelas. Tabelas devem ser geradas pela funcaabdias do processador de texto
utilizado, sdo numeradas com algarismos roman@vend ser inseridas apos a lista de
legendas de figuras. Nao utilize marcas de paragrafinterior das células da tabela.
Legendas devem ser inseridas imediatamente antzxlddabela.

Comunicag0bes Breves

Manuscritos devem ser organizados de maneira simda artigos originais com as
seguintes modificacoes.

Texto. O texto de um nota cientifica (i.e. Introdag- Material e Métodos + Discussao)
€ escrito diretamente, sem divisdo em secdes. Agiragntos podem ser fornecidos,
sem cabecalho, como o ultimo paragrafo do textbtefatura deve ser citada no texto
como descrito para artigos.

Literatura Citada, legendas de figuras, tabelagwds. Estes itens seguem a forma e
sequéncia descrita para artigos.

Opiniéao

Titulo. Basta fornecer um titulo para a opiniéo.

Text. Deve ser conciso, objetivo e sem figuras @as que seja absolutamente
necessario).

Nome e endereco do autor. Esta informacao segext® du a secéo Literatura Citada,
caso esta exista. O nome do revisor deve estaegrita

Resenhas de Livros

Titulo. Fornecer o titulo do livro como indicadcaato:

Toxoplasmosis of Animals and Man, by J.P. Dubey . .(Beattie. 1988. Boca Raton,

CRC Press, 220p.

As palavras "edited by" sdo substituidas por "hydrglo apropriado.

Texto. O texto geralmente ndo é subdividido. Caga secessério citar literatura, a
secao Literatura Citada devera ser incluida e seguesmo estilo adotado para artigos.
Figuras e tabelas ndo devem ser utilizadas.

Name e endereco do autor. Esta informacédo segeet@ du a secédo literatura citada,
caso presente. O nome do revisor deve ser diggadoegrito.

Biografias

Titulo. O titulo inicia-se com o nome da pessoa dipgrafia esta sendo escrita, em

negrito, seguido pela data de aniversario ou n{sgdor o caso), entre parénteses. Por
exemplo:

Lauro Travassos (1890-1970)

Texto. O texto usualmente ndo é subdividido. Caga secessario citar literatura, a

secao Literatura Citada devera ser incluida e seguesmo estilo adotado para artigos.
Figuras e tabelas ndo devem ser utilizadas.

Name e endereco do autor. Esta informacédo segeet@ du a secédo literatura citada,

caso presente. O nome do revisor deve ser diggadoegrito.

PROCEDIMENTOS

Manuscritos submetidos a ZOOLOGIA seréo inicialreeavaliados pelos editores
Chefe e Assistente quanto a adequacdo e para deiedm da area especifica. Um
primeira avaliacdo da lingua inglesa é efetuaddenesmento. Manuscritos com
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problemas serdo retornados aos autores. Uma vez aquégea especifica seja

determinada/confirmada, o manuscrito € enviada Beitor-Chefe, ao Editor de Sec¢éo
apropriado. O Editor de Secdo encaminha 0 manoguaita 0s Revisores, no minimo
dois. Cdpias do manuscrito com os comentarios elisares e a decisdo do Editor de
Secdao, serdo retornados para o0 Autor correspongenéeavaliacdo. Os autores terdo
até 30 dias para responder ou cumprir a revisdeta@nar a versdo revisada do
manuscrito para a secado adequada no sistema @etrda submissdo. Uma vez

aprovado, o manuscrito original, 0s comentarios devisores, os comentarios do
Editor de Secao, juntamente com a versao corrgioksrespectivos arquivos de figuras,
devidamente identificados, sdo retornados ao E@kmfe. Excepcionalmente, o

Editor-Chefe pode, apds consulta aos editores giosenodificar a recomendacao dos
Revisores e Editor de Sec¢do, com base em jusiecaddequada. Alteragbes a

posteriori ou adicdes poderdo ser recusadas. Urs@oree revisdo do manuscrito sera
enviada aos autores para apreciacdo final. Estes@amua o ultimo momento para

alteracOes substanciais, desde que devidamenfecadds. A proxima etapa € restrita a
corregles tipograficas e de formatacdo. Provasdalets serdo submetidas ao Autor
correspondente para apreciacao antes da publicacao.

SEPARATAS

O Autor correspondente recebera arquivo eletréfmooformato PDF) do artigo apés
sua publicacdo. Autores poderdo imprimir o arq@distribuir copias impressas de seu
artigo conforme sua necessidade. Autores tambérr@odlistribuir eletronicamente o
arquivo para terceiros, da mesma maneira. Enteetaalicitamos que os arquivos PDF
nao sejam distribuidos através de grupos de didousu sistemas de envio de
mensagens em massa (ndo faca SPAM). E importargepavista ZOOLOGIA que 0s
usuarios visitem a pagina eletrébnica do periddiaoStientific Eletrectonic Library
Online (SciELO) e acessem os artigos publicadoa fias estatisticos. Atuando desta
maneira, vocé estard auxiliando o incremento diisés de qualidade de ZOOLOGIA.

ESPECIMES TESTEMUNHA E TIPOS

Os manuscritos devem informar os museus ou ingdisi onde os espécimes (tipos ou
testemunha) estdo depositados e seus respectivesagide depdsito.

Envio de manuscritos

Somente serdo aceitas submissfes eletrnicas, éstrdo seguinte endereco:
http://submission.scielo.br/index.php/rbzool/index.



