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RESUMO

A grande diversidade de plantas e de insetos herbivoros reflete na diversidade de
interacdes entre 0s mesmos. Dentre estas interacdes, destacamos o papel dos tricomas na
defesa mecanica e quimica das plantas contra o ataque de insetos herbivoros. As folhas de
Solanum sisymbriifolium (Solanaceae) apresentam uma variedade de tricomas que atuam
como barreira, mesmo para insetos especialistas como Gratiana spadicea (Coleoptera,
Chrysomelidae). Tais estruturas dificultam o acesso ao alimento das larvas, principalmente
nos instares iniciais, ocasido em que as larvas sofrem alta mortalidade quando alimentadas
de folhas de alta densidade de tricomas. N&o se sabe se as causas destes indices estdo
relacionadas com as barreiras fisicas ou quimicas impostas pela presenca de tricomas.
Neste trabalho, verificamos se a dificuldade em acessar o alimento, causada pela presenca
de tricomas, reflete ou ndo alteracdes na utilizacdo da planta e no comportamento das larvas
de G. spadicea. Para tanto, cultivamos plantas de S. sisymbriifolium no sol e na sombra
para induzir variagdes na densidade de tricomas foliares. As folhas correspondentes foram
caracterizadas quanto ao tipo de tricomas existentes, densidade dos mesmos e histoquimica
dos glandulares. Foi qualificado o comportamento alimentar das larvas, bem como a taxa
de remocdo e ingestdo de tricomas frente a tal variacdo. As folhas de S. sisymbriifolium
apresentaram quatro tipos de tricomas: tector unicelular, tector estrelado com quatro ou
mais raios laterais, glandular longo-pedicelado pluricelular com cabeca clavada unicelular e
glandular curto-pedicelado com cabeca globosa pluricelular, os quais variaram
significativamente entre as folhas de sol e de sombra. Os tricomas tector estrelado e
glandular longo-pedicelado foram mais numerosos nas plantas mantidas no sol, enquanto o

tector unicelular, nas plantas de sombra. O nimero de tricomas glandular curto-pedicelado



ndo diferiu significativamente entre os dois tipos de planta. Os testes histoquimicos foram
positivos para fenois, alcaldides e lipidios nos dois tipos de tricomas glandulares. As larvas
removeram os tricomas das folhas para atingir o alimento (mesofilo foliar) e a alta
densidade de tricomas, principalmente dos estrelados, interferiu no tempo dedicado a
alimentacdo, ja que o maior tempo dedicado a remocao destas estruturas diminuiu o tempo
empregado na ingestdo de alimento. O tempo dedicado as demais atividades (repouso,
prova do alimento e deslocamento) ndo apresentou diferengas significativas entre as folhas
de alta e baixa densidade de tricomas. Os ritmos de alimentacdo das larvas de G. spadicea
foram de curta durag&o, sendo o tempo de assimilacdo do alimento ingerido menor que uma
hora, principalmente em larvas de quinto instar. A ingestdo de fragmentos de tricomas de S.
sisymbriifolium ocorreu em todos os instares larvais, mas, a retencdo destes fragmentos no
intestino anterior das larvas deu-se, principalmente nos iniciais, quando as larvas sédo
menores e 0 diametro do tubo digestivo também, o que dificulta a passagem de fragmentos.
Para a liberacdo dos fragmentos retidos sugerimos duas possibilidades: podem ser
regurgitados de uma estrutura anterior ao papo que teria a funcdo de armazena-los até o
momento de regurgitar, ou ainda, de libera-los com a exlvia na ocasido da muda. A
ingestdo de tricomas e a passagem de alguns fragmentos através do canal alimentar podem
estar relacionados com a alta mortalidade observada para estas larvas, principalmente nos

instares iniciais.
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1. Introducgéo

1.1 Limitac¢des a herbivoria

A performance de um determinado inseto herbivoro pode ser limitada e/ou
influenciada por atributos da sua planta hospedeira (HOCHULI 1996). Dentre os fatores
que influenciam esta interacdo, destaca-se as barreiras mecanicas € quimicas impostas
pela superficie foliar.

Segundo FERNANDES (1994), todas as partes de uma planta oferecem algum tipo
de resisténcia contra herbivoros, e estas barreiras incluem a presenga de tricomas. As
folhas, por exemplo, podem apresentar variagdes de tipos e densidades de tricomas que
constituem barreiras a herbivoria (JEFREE 1986). Os tricomas sao apéndices derivados
de células epidérmicas (ALBERTS et al. 1997), compostos principalmente de paredes
celulosicas ou lignificadas e ocorrem em uma variedade de formas (LEVIN 1973).
Podem ser glandulares ou tectores (ndo glandulares), retos, espiralados, em forma de
gancho, simples ou estrelados (LEVIN 1973), podendo ainda variar quanto a densidade e
quanto ao tipo, de acordo com a espécie de planta e do estagio de desenvolvimento
(JOHNSON 1975, FERNANDES 1994, ZVEREVA et al. 1998). Ainda, a pubescéncia foliar
pode ser alterada em fun¢do de variagdes sazonais no ambiente, como a radiagdo ¢ a
disponibilidade de d4gua (JOHNSON 1975).

Os tricomas, aparentemente sem valor nutritivo, podem dificultar a digestao e
até mesmo o acesso ao alimento por alguns insetos herbivoros. SCHILLINGER & GALLUN
(1968) comprovaram que eles causam desequilibrios na dieta das larvas do coledptero
Oulema melanopus (Linnaeus) levando-as a morte, principalmente nos instares iniciais.

GILBERT (1971) demonstrou que os tricomas de Passiflora adenopoda (Juss.)



(Passifloraceae) podem matar larvas de heliconineos (Lepidoptera) por inanicao e perda
de hemolinfa causada por puncturas no tegumento larval.

Ha outros casos em que os insetos apresentaram algum provavel comportamento
adaptativo as superficies densamente pilosas, como no estudo realizado por HILL et al.
(1997), com duas espécies de Cassidinae: uma oligofaga, Conchyloctenia tigrina Oliver
e outra monofaga, Gratiana spadicea (Klug), objeto deste estudo, que se alimenta
somente de Solanum sisymbriifolium Lamarck (Solanaceac). As duas espécies de
coledpteros removem os tricomas em uma determinada area antes de se alimentar.
Entretanto, sobre folhas de S. sisymbriifolium, a qual apresenta tricomas glandulares,
C. tigrina ndo consegue se movimentar e suas demais atividades sdo comprometidas. A
dificuldade de movimento ¢ atribuida a estrutura de seu tarso que facilita a adesdo dos
exudato dos tricomas da planta. Ja G. spadicea nao apresenta dificuldade de se
movimentar. Acredita-se que a estrutura do seu tarso represente uma estrutura
caracteristica de uma “linhagem” adaptada a explorar hospedeiras com tricomas (HILL et
al. 1997). Outros aspectos adaptativos desta interagdo sdo discutidos no item 1.4.

Os tricomas podem atuar dificultando a alimentagdo. Por exemplo, a presenca de
fragmentos de tricomas simples (glandulares e tectores) de Artemisia ludoviciana Nutt.
aparentemente intactos no intestino médio e fezes do gafanhoto Hypochlora alba
(Dodge) (SMITH & KREITNER 1983), indicam a ingestdo e ndo digestdo destas estruturas.
Outro caso foi estudado por WELLSO (1973), que verificou a ingestdo de tricomas por
larvas de O. melanopus, alimentadas com uma variedade pilosa de trigo. Nas fezes das
larvas de primeiro instar, havia alta propor¢ao de fragmentos dos tricomas, enquanto nas
de quarto instar a maior parte era constituida por tricomas inteiros, indicando uma
adaptacdo a presenca destas estruturas. KERPEL (2004) demonstrou que ndo ha

mudangas estruturais significativas quanto a parede celular e a epiderme (incluindo



tricomas) dos fragmentos de Passiflora misera Kunth ¢ Passiflora suberosa Lamarck,
durante a passagem destes no tubo digestivo de Heliconius erato phyllis (Fabricius)
(Lepidoptera, Nymphalidae).

Além de atuarem como barreira fisica, os tricomas podem conter metabdlitos
ativos por toda a vida ou por somente um curto periodo de tempo, sendo capazes de
apresentar altas concentragdes de metabolitos secundarios toxicos para seus predadores,
como fendis e alcaldides (JOHNSON 1975). As propriedades quimicas dos tricomas
podem interferir negativamente no crescimento e desenvolvimento dos insetos em
decorréncia da ingestdo, contato ou inalagdo de toxinas e por restricdes fisicas ao
movimento (DUFFEY 1986, SOUTHWOOD 1986, MEDEIROS & MOREIRA 2002, MEDEIROS

et al. 2004).

1.2 Comportamento alimentar

Para maior sucesso durante a alimentagdo, os insetos herbivoros desenvolveram
estratégias comportamentais, € suas conseqiiéncias sao centrais para o entendimento de
que podem, ou ndo, ser limitados ou influenciados por atributos das plantas (HOCHULI
2001). A evolugao de uma caracteristica morfoldégica ou comportamental de uma
determinada espécie animal, em resposta a uma caracteristica de outra espécie (vegetal),
pode levar a especializagdo em determinado tecido ou taxa (FUTUYMA & MORENO
1988). Todos os insetos fitofagos exibem algum grau de seletividade ao alimento que
ingerem, e tém a necessidade de selecionar uma planta hospedeira apropriada em algum
estagio da sua histéria de vida (BERNAYS & CHAPMAN 1994).

A escolha de uma hospedeira envolve, freqiientemente, aleloquimicos agindo
como atrativos, estimulantes, repelentes e deterrentes (BERNAYS & GRAHAM 1988,

SLANSKY 1993). Segundo BERNAYS & CHAPMAN (1994), a selecdo de plantas



hospedeiras pelos herbivoros ocorre em trés fases: 1) atracdo a possivel fonte de
alimento, 2) permanéncia na fonte de alimento e 3) aceitacdo ou ndo da fonte de
alimento. Insetos considerados especialistas, além de distinguir hospedeiras de nao
hospedeiras, sdo capazes de discriminar a sua qualidade (SCRIBER 1982).

O comportamento alimentar dos insetos pode mudar de acordo com o seu
estagio de desenvolvimento. Larvas e adultos de muitos holometabolos diferem
substancialmente quanto as dietas e comportamentos alimentares, mas mesmo assim
pequenas mudangas podem ocorrer durante os instares larvais e/ou durante diferentes
etapas da vida adulta (BROWNE 1995). H4 mudangas na taxa total de alimento ingerido
(quantidade de alimento ingerido sobre alguma unidade de tempo) de acordo com o
estagio de desenvolvimento e, além disso, insetos em diferentes estagios de
desenvolvimento podem consumir diferentes quantidades de dois ou mais alimentos
enquanto estes diferirem no seu contetido nutricional e de agua. Por exemplo, em
hemimetabolos, ninfas de primeiro instar de duas espécies de Coreidae alimentam-se
mais da regido apical dos ramos de P. suberosa, quando comparado com as demais
partes das plantas. No segundo instar, ambas as espécies mudam para os frutos verdes,
sugerindo que, ao longo da ontogénese, as ninfas usam diferentes tecidos e diferentes
plantas hospedeiras (RODRIGUES et al. 2007).

A alimentagdo larval prové também a energia necessaria para suportar processos
metabolicos nos periodos em que o inseto se alimenta ¢ quando ndo ha alimentagdo
(antes e depois da muda), bem como durante o estdgio pupal e para o restante da vida
em espécies que nao se alimentam quando adultas. A quantidade absoluta de alimento
ingerido e a taxa de crescimento aumentam de instar para instar, ¢ mudancas nas taxas
sd0 mais ou menos similares durante cada instar e, de modo geral, o consumo de

alimento ¢ maior nas larvas dos instares finais (BROWNE 1995).



Nas observagOes realizadas acerca das atividades das larvas de Heliothis zea
(Boddie) (Lepidoptera, Noctuidae), a maior parte do tempo correspondeu ao repouso
(41,5%), seguida de ecdise (23,4%), alimentagdo (23,3%), deslocamento (0,4%), dentre
outras (11,4%). Esse estudo também indica que variagdes temporais em
comportamentos dentro de cada instar sdo altamente significantes. Por exemplo, o
tempo médio gasto para alimentag@o nas larvas de primeiro e segundo instar foi metade
do tempo gasto pelas larvas dos trés ultimos instares. Os primeiros instares sdo mais
moveis e larvas repousaram menos e se alimentaram mais no periodo entre mudas
(ADLER & ADLER 1988).

Os insetos generalistas via de regra se alimentam de varios tipos de plantas, em
especialistas limitam-se a apenas uma familia, um género ou uma espécie de hospedeira
(Hsiao 1986, BERNAYS 1998). Entre generalistas e especialistas pode haver diferengas
comportamentais, como foi observado em experimento realizado por BERNAYS et al.
(2004 a, b) com quatro espécies de larvas de Arctiidae (Lepidoptera), duas generalistas
e duas especialistas, de tamanho e habitat similares. Essas foram observadas em campo
durante seis horas, quando foi medido o tempo utilizado em varias atividades.
Generalistas gastaram mais tempo caminhando, provando e rejeitando fontes potenciais
de alimento e em periodos curtos de alimentagdo quando comparados aos especialistas.
Uma das lagartas especialistas observadas, Hypocrisias minima (Neumoegen) passou
cerca de 70% do tempo em repouso, enquanto 20% se alimentando ¢ 3% caminhando.
Outro especialista observado, Pygarctia roseicapitis (Neumoegen & Dyar), apresentou
um comportamento diferenciado, cortando as nervuras da folha e provocando a
“sangria” do latex, destinando cerca de 10% de seu do tempo a esta atividade.
Comparagdes entre instares ndo foram realizadas nestes trabalhos. Este tipo de estudo

anteriormente relatado € importante para verificar os efeitos que a qualidade e



disponibilidade do alimento, presenga de barreiras fisicas e quimicas, temperatura e
outras variaveis ambientais t€ém na utilizagdo do tempo e nas atividades desempenhadas
por um inseto, tanto na sua fase imatura quanto adulta. Para cassidineos, nada se sabe a
respeito do tempo destinado a cada atividade nem se ocorrem variagdes ao longo da

ontogénese.

1.3 Canal alimentar, alimentacao e digestdo em insetos

O canal alimentar esté relacionado, primeiramente, com a digestao e absor¢ao de
alimentos, e diferentes partes do intestino sdo envolvidas com diferentes aspectos destas
fungdes (BERRIDGE 1970, CHAPMAN 1982). A eficiéncia com que os insetos utilizam o
alimento € muito variada, mas a maioria dos insetos fitéfagos digere e absorve somente
uma pequena propor¢do do alimento consumido, € o restante passa inalterado para as
fezes (CHAPMAN 1982, KERPEL 2004).

Em insetos mastigadores, o alimento ¢ cortado em fragmentos que possam ser
ingeridos, seguido da passagem destes pelo intestino anterior (CHAPMAN 1995). Estes
insetos tém mandibulas separadas, maxilas e labio. As mandibulas sdo importantes no
corte do alimento, enquanto que os outros apéndices estdo envolvidos com a
manipulagdo e movimento para a boca e para o interior do intestino (CHAPMAN 1995).
Em larvas de Lepidoptera, a mordida € a unica acdo mecanica aparentemente aplicada
no fragmento alimentar (KERPEL 2004). O que se sabe até hoje a respeito, foi inferido
com base na morfologia do aparelho bucal e intestino anterior, ndo havendo ainda
analises mais rigorosas acerca dos processos mecanicos envolvidos.

Da boca, o alimento passa para o papo (dilatagdo do intestino anterior), com o
auxilio dos movimentos peristalticos da faringe e esofago. Nao ha evidéncias de uma

trituragdo do alimento apos a sua ingestao, pois nao ¢ verificada a redu¢ao no tamanho



das particulas encontradas no intestino médio quando comparadas as do intestino
anterior. Entre os insetos fitéfagos os fragmentos encontrados nas fezes sdo de tamanho
similar aos encontrados no intestino anterior (CHAPMAN 1995, KERPEL 2004).

As refeigdes ou os momentos de ingestdo de alimento s3o separados por
periodos durante os quais a alimentagdo continua ndo ocorre. Trés parametros podem
definir uma refei¢do: a quantidade de alimento ingerido (tamanho), o tempo de duragdo
da alimentacdo e a conseqiiente taxa de ingestdo (SIMPSON 1995). Estudos comparativos
de padroes de alimentagdo servem de base para interpretacdes acerca dos mecanismos
de alimentagdo, tanto os fisiologicos, morfoldgicos, ecologicos quanto o0s
comportamentais.

O intestino anterior envolve a armazenagem de alimento, mesmo que por pouco
tempo. A regido onde ocorre a maior parte da digestdo ¢ no intestino médio. O epitélio
do intestino médio é simples e composto principalmente de células colunares, células
regenerativas e células diferenciadas, que acredita-se ter uma fun¢do enddcrina. A
digestao inicial ocorre no interior do espago interperitréfico, onde a acdo de polimeros e
outros constituintes diminuem o peso das moléculas de alimento, as quais, entdo, se
difundem para fora da membrana peritrofica (SNODGRASS 1935, BERRIDGE 1970, TERRA
1990).

A membrana peritrofica envolve o bolo alimentar, situando-se entre o alimento e
o epitélio do intestino médio. Sua principal fungdo ¢é proteger o epitélio de danos
mecanicos causados por particulas solidas de alimento e injurias de patégenos, toxinas e
outros danos quimicos (BARBEHENN & MARTIN 1995, LEHANE 1997). Atua também
regulando a passagem de moléculas entre os diferentes compartimentos do intestino
médio. E constituida de microfibrilas de quitina embebidas em uma matriz

proteoglicana. Embora a taxa de producao da membrana peritrofica possa variar entre os



insetos, ¢ geralmente mais lenta que a taxa de passagem do alimento através do
intestino, sendo continuamente produzida, dependendo das condigdes de armazenagem
do alimento (LEHANE 1997). EISNER & EISNER (2000) verificaram a presenca de uma
membrana envolvendo as fezes de Hemisphaerota cyanea (Say) (Coleoptera,
Chrysomelidae), que pode ser a membrana peritrofica.

Sobre o sistema digestivo de Coleoptera, YAHIRO (1990) descreveu a morfologia
genérica do canal alimentar em adultos de Carabidae, delimitando as seguintes
estruturas: o intestino anterior, que consiste em um tubo aberto pela boca, seguido do
esofago, papo e um curto proventriculo, o qual possui a fungdo de armazenar e esmagar
o alimento. No intestino médio, ocorre a digestdo e absor¢do do alimento, sendo
descrito como um tubo que vai da valvula esofagica até o piloro (valvula pilorica),
geralmente reto.

Segundo CROWSON (1981), o papel do papo na digestdo de besouros esta em
funcdo do seu tamanho em relagdo ao intestino médio. Encontra-se geralmente ausente
ou ligeiramente desenvolvido nas larvas, indicativo de um intestino que ndo armazena
alimento, ou seja, geralmente relacionado a uma alimentagdo mais ou menos continua e
muitas vezes com a rapida passagem do alimento pelo canal alimentar (e.g.
Chrysomelidae). A presenca do papo ¢ usual em besouros Adephaga, nos quais o
alimento ¢ temporariamente armazenado, e em alguns casos sofre acdo de enzimas

regurgitadas do intestino médio.

1.4 Gratiana spadicea (Coleoptera, Chrysomelidae, Cassidinae) ¢ Solanum
sisymbriifolium (Solanaceae)

Cassidinae (sensu Borowiec 1999) ¢ uma das subfamilias de Chrysomelidae

mais especializadas (JOLIVET 1988). A maioria das espécies se alimenta de um ou



poucos géneros vegetais. Neste contexto destaca-se a estreita interacdo entre o género
Gratiana, considerado especialista de Solanum Lamarck (HS1A0 1986, MEDEIROS et al.
1996). Alguns atributos fisicos das solanaceas (espinhos, tricomas glandulares e ndo
glandulares) sdo importantes na resisténcia contra muitos besouros crisomelideos,
devido ao pequeno tamanho destes insetos (HSIAO 1986).

O sistema G. spadicea e S. sisymbriifolium (Fig. 1) é utilizado como modelo de
estudos, principalmente por se tratar de uma interacdo estreita de um inseto mondfago,
que passa todo o seu desenvolvimento em uma unica planta. S. sisymbriifolium ¢
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).

ALBUQUERQUE & BECKER (1986) realizaram estudos relativos a fecundidade e a
longevidade de G. spadicea em condi¢des de laboratorio. BECKER & ROMANOWSKI
(1986) descreveram a morfologia e histologia dos orgdos reprodutivos internos das
fémeas de G. spadicea. BECKER & FRIEIRO-COSTA (1987) analisaram os parasitoides e
predadores das ootecas de G. spadicea relacionando a maior causa de mortalidade nesse
estagio a presenca do eulofideo Emersonella ooecia De Santis ¢ ao mirideo sugador
Tupiocoris cincticornis (Stal). Apds este estudo, a natalidade ¢ mortalidade no estagio
de ovo também foram avaliadas, sendo os mesmos parasitdides e predadores
relacionados (BECKER & FRIEIRO COSTA 1988).

Caracteristicas biologicas favoraveis de G. spadicea, como a alta taxa de
crescimento, longevidade, mobilidade dos adultos, varias geragdes por ano ¢ alta taxa de
alimentagdo, indicam que ela apresenta um grande potencial como agente de controle
biologico de S. sisymbriifolium (HILL & HULLEY 1995, HILL et al. 1997, OLCKERS

2002). De fato, KVASINA & PONCE DE LEON (1985) realizaram um estudo sobre



Figura 1. A) Adulto e B) larva de Gratiana spadicea em quinto instar; C) habito de
planta adulta de Solanum sisymbriifolium e D) detalhe da superficie foliar em
microscopia de luz. Barras =2 mm, 300 um, 12 cm e 120 pum, respectivamente.
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G. spadicea descrevendo alguns aspectos da sua biologia, morfologia ¢ da relagdo com
S. sisymbriifolium, evidenciando sua possivel utilizagdo no controle bioldgico desta
planta, uma vez que a mesma ¢ invasora de culturas e pastagens.

Estudo realizado por BECKER & FREIRE (1996) sobre a ecologia populacional de
G. spadicea determinou que trés geragdes ocorrem por ano (de primavera, verdo e
outono). Na ultima geracdo, os adultos remanescentes ¢ sexualmente imaturos
abandonam o local de alimentacdo para passar o inverno em outro lugar (diapausa).
Nesse trabalho também sdo discutidas flutuagdes na abundancia de G. spadicea e
S. sisymbriifolium, bem como a fenologia ao longo do ano, mortalidade por inimigos
naturais, localizagao e especificidade da hospedeira.

Mais recentemente, MEDEIROS & MOREIRA (2002, 2003, 2005) estudaram varios
aspectos da interagdo entre G. spadicea e S. sisymbriifoliium. As larvas deste besouro
possuem, na por¢ao distal das pernas, estruturas esclerotinizadas denominadas
tarstingulos, que atuam no deslocamento, ancorando-se nos raios dos tricomas das
folhas de sua hospedeira. Os tricomas do tipo estrelado sdo os mais utilizados para o
deslocamento, principalmente nos primeiros instares, enquanto que no quarto ¢ quinto
instares o comprimento das pernas das larvas permite a inser¢do da ponta do tarstingulo
diretamente na epiderme foliar. Ainda h4d uma correspondéncia entre o didmetro dos
tricomas e o tamanho da abertura dos tarsungulos nas larvas de G. spadicea.

MEDEIROS & MOREIRA (2003) indicaram que a atividade de alimentacdo, em
larvas e adultos de G. spadicea, ocorre em periodos de escotofase e fotofase. A
oviposicao ¢ restrita aos periodos de fotofase e o maior consumo de alimento ¢ durante
o quinto instar larval, padrao geralmente encontrado em insetos holometabolos. Ainda,
MEDEIROS & MOREIRA (2005) observaram que os tricomas estrelados de

S. sisymbriifolium foram inteiramente ou parcialmente removidos pelas larvas de
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G. spadicea antes da alimentag@o. No primeiro e segundo instares, as larvas maceram os
raios laterais dos tricomas para abrir uma “clareira” e atingir o mesofilo da folha e, nos
instares restantes, removem os tricomas inteiros cortando-os na regido de insergdo.
Nesse trabalho, também foram oferecidos discos foliares com alta e baixa densidade de
tricomas estrelados, ¢ houve preferéncia por aqueles de menor densidade. E, além disso,
as larvas alimentadas com discos foliares com os tricomas estrelados removidos
apresentaram uma taxa de sobrevivéncia significativamente maior que as larvas sujeitas
a outros tratamentos (exudatos dos tricomas glandulares removidos, intactos e controle).

A alta mortalidade registrada para larvas de G. spadicea no primeiro ¢ segundo
instares, associada a presenca de tricomas estrelados pode ocorrer por inanicao,
esgotamento energético e/ou perda da hemolinfa causada pela acdo fisica destes
(MEDEIROS & MOREIRA 2005). Nenhum trabalho, no entanto, tratou de investigar as
possiveis causas desta alta mortalidade. Neste sentido, caracterizamos o tipo de tricomas
existentes nas folhas de S. sisymbriifolium, densidade dos mesmos e histoquimica dos
glandulares. Verificamos se a dificuldade em acessar o alimento, causada pela presenca
destas estruturas, reflete ou ndo altera¢des na utilizacdo da planta e no comportamento
das larvas de G. spadicea, bem como na taxa de remogao e ingestdo de tricomas pelas

larvas frente a tal variacao.

2. Material e Métodos

2.1 Cultivo das plantas
Mudas de S. sisymbriifolium foram coletadas em populagdes espontianeas do
municipio de Cangugu, Rio Grande do Sul, transplantadas para vasos plasticos e

cultivadas em um telado localizado no Campus do Vale da Universidade Federal do Rio
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Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brasil. Posteriormente, as plantas foram
divididas em dois grupos: 1) sol, sob luz natural e 2) sombra, sob tela de sombrite 50%.
Tal procedimento teve como objetivo induzir dois padrdes de densidade de tricomas,
respectivamente: ADT (alta densidade de tricomas) e BDT (baixa densidade de

tricomas).

2.2 Criagao dos insetos

Larvas e adultos de G. spadicea foram coletados nas imediagdes do Campus do
Vale / UFRGS e colocados em duas gaiolas teladas com 31 cm de largura, 31 cm de
profundidade ¢ 92 cm de altura. Cada gaiola tinha, aproximadamente, cinco casais de
besouros, os quais foram mantidos no Laboratério de Morfologia e Comportamento de
Insetos do Instituto de Biociéncias da UFRGS em camara climatizada com condigdes
abidticas controladas (14 horas luz/dia; 25 + 1°C). Os ovos foram colocados em placas
de Petri sobre papel filtro umedecido, e apos a eclosdo, as larvas foram transferidas para

potes plasticos e alimentadas com folhas de S. sisymbriifolium procedentes dos cultivos.

2.3 Caracterizagao das folhas

Os tricomas de S. sisymbrifolium foram -caracterizados em Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV). Para a realizagdo deste objetivo por¢des com cerca de
lecm? de S. sisymbriifolium foram fixadas em solugdo de FAA (formalina, alcool e acido
acético, 1:1:18, v/v) (JOHANSEN 1940). Posteriormente, foram desidratadas em série de
acetona, seguida de ponto critico em aparelho Baltec® - CPD 030, no Centro de
Microscopia Eletronica da UFRGS. O material foi montado sobre fita dupla face em

“stubs” metalicos, metalizado com ouro em aparelho Baltec® - SCD 050 e
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observagao/geracao de imagens em um microscopio eletronico de varredura JEOL®
JSM-6060.

Para determinar a densidade de tricomas, foram cortados fragmentos de cerca de
lcm? das folhas ADT e BDT (n = 20 de cada) para o destacamento das epidermes
segundo o método descrito por JOHANSEN (1940). Em seguida, os fragmentos
epidérmicos foram lavados abundantemente em agua corrente e submetidos a coloragdo
em fucsina 0,5% (JOHANSEN 1940) e montados entre ldmina e laminula em glicerina
50%. As laminas foram lutadas com esmalte. Sob microscopio, foi contado o nimero de
tricomas de cada tipo presentes em 1 mm? de fragmentos foliares, da regido distal da
folha.

A presenga de metabodlitos secundarios nos tricomas glandulares de S.
sisymbriifolium em folhas ADT e BDT foi testada em cortes transversais de material
fresco. Para detectar lipidios, foi realizado o teste com Sudan Red B (JENSEN 1962) e
Sudan black (PEARSE 1968). Os terpenoides foram testados com o Reagente de
Lieberman-Bucchard (WAGNER et al. 1984), flavondides com DMACA (p-
dimetilaminocinamaldeido) (FEUCHT et al. 1986), derivados fendlicos com cloreto
férrico 4% em etanol 95% (GAHAN 1984) e alcaldides com Reagente de Dragendorff
(JOHANSEN 1940) e Reagente de Wagner (FURR & MAHLBERG 1981). Os cortes foram
montados em glicerina 50%, entre lamina e laminula. Estruturas representativas dos
casos correspondentes em que a presenga de alguma destas substincias foi positiva

foram fotografadas.

2.4 Observagdes do uso temporal das larvas
Para testar a hipotese de que o tempo dedicado pelas larvas em diferentes

atividades varia dependendo da densidade de tricomas das plantas, foram realizadas
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observagoes focais a respeito do seu comportamento (n = 20/instar/densidade de
tricoma). Em cada experimento, foram observadas dez larvas continuamente por seis
horas, sobre folhas de alta e baixa densidade de tricomas. As mesmas larvas foram
observadas no dia seguinte, invertendo a densidade de tricomas. Estas foram colocadas
individualmente sobre a margem da folha de S. sisymbriifolium, na porgéao distal da face
abaxial, cerca de duas horas antes do inicio do periodo de observacdo. As observagdes
foram realizadas das 12h as 18h, por ser o periodo de maior atividade alimentar destes
insetos (MEDEIROS & MOREIRA 2002). As observagdes foram realizadas a cada dois
minutos, tempo estipulado com base em um projeto piloto, no qual observamos que as
larvas ndo demoram menos do que este intervalo em qualquer uma das atividades
avaliadas. Para as observagodes, utilizou-se uma lupa de mao (10 X), sendo registrada a
atividade de acordo com as seguintes defini¢des e comparagdes correspondentes
(modificadas de BERNAYS et al. 2004b):

Deslocamento — locomovendo-se ativamente;

Prova do alimento — cabega abaixada, movendo-se sobre a superficie da planta,
entrando em contato momentaneamente com o alimento, mas sem mordida aparente;

Remog¢do — removendo os tricomas com auxilio das mandibulas, armazenando
os tricomas removidos na cavidade pré-oral e imediatamente “cuspindo” os mesmos
para fora desta cavidade;

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

Repouso/Descanso — ndo se alimentando ou locomovendo; outros movimentos

podem ocorrer durante o repouso, incluindo contor¢do, contragdo, defecagao.
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2.5 Remocao de tricomas

Para testar a hipotese de que as larvas de G. spadicea alimentadas com folhas de
S. sisymbriifolium provenientes de plantas mantidas no sol removem e ingerem uma
maior quantidade de tricomas do que aquelas alimentadas com plantas mantidas na
sombra, estas foram alimentadas com discos de folhas provenientes do sol ¢ de sombra
separadamente. Cada individuo (n = 15/instar/planta) foi colocado em uma placa de
Petri, forrada com papel filtro umedecido, contendo discos foliares suficientes para o
periodo de alimentagdo (um para larvas de primeiro e segundo instar, dois para as de
terceiro, trés para as de quarto e quatro para as de quinto) (MEDEIROS & MOREIRA 2005)
e mantidos em camara climatizada por 24 horas. Apds, as larvas foram congeladas para
posterior dissec¢do, e os tricomas que se encontravam sobre os discos foliares e/ou
sobre o papel filtro foram quantificados como: estrelado, solto e inteiro; estrelado, fixo e
sem raio(s) lateral(is); estrelado, fixo e sem raio central; raio de estrelado solto; parte de

estrelado solta e glandular longo-pedicelado solto.

2.6 Analise do tubo digestivo

Larvas de G. spadicea provenientes do cultivo descrito no item 2.2, foram
congeladas para posteriormente serem dissecadas sob estereomicroscopio, para a
obtenc¢ao do tubo digestivo que foi imediatamente fixado em FAA. Para a inclusdao em
parafina, o material foi desidratado em concentracdes crescentes de alcool e diafanizado
em xilol. Apéds, foi incluido em blocos de parafina, os quais foram cortados em
microtomo ajustado para 6um. Os cortes obtidos foram submetidos a coloracdo por

hematoxilina-eosina (H-E). A analise morfologica foi realizada em microscopio Optico.
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2.7 Ingestao de tricomas

Para verificar a ocorréncia da ingestdo de tricomas por G. spadicea, as larvas (n
= 15/instar/planta) provenientes do experimento descrito no item 2.5 foram dissecadas
sob estereomicroscopio. O tubo digestivo foi destacado, imerso em glicerina 50 % e
montado sobre ldmina/laminula, para a observagcdo em microscopia de luz. As laminas
foram observadas em microscopio e os tricomas, ou fragmentos destes, presentes em
cada por¢do do intestino (anterior, médio e posterior) foram quantificados como:
fragmentos de raio de tricoma estrelado ou fragmento de tector unicelular; tector
unicelular inteiro; raio inteiro de estrelado; parte de estrelado com trés ou mais raios;
parte de glandular longo e parte de glandular curto.

Amostras de fezes de larvas de quinto instar de G. spadicea alimentadas com
folhas de ADT foram fixadas em solugdo de FAA e posteriormente submetidas ao
mesmo método de desidratacdo, preparacdo de amostras e geracdo de imagens em

microscopia eletronica de varredura descrito no item 2.3.

3. Resultados

3.1 Caracterizagao das folhas

Foram encontrados quatro tipos de tricomas em S. sisymbriifolium: 1) tector
unicelular; 2) tector estrelado com quatro ou mais raios laterais; 3) glandular longo-
pedicelado pluricelular com cabega clavada unicelular e 4) glandular curto-pedicelado

com cabega globosa pluricelular (Fig. 2).
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Figura 2. Tricomas de Solanum sisymbriifolium em Microscopia Eletronica de
Varredura. A) Tector estrelado com quatro ou mais raios laterais; B) tector unicelular;
C) glandular curto-pedicelado com cabeca globosa pluricelular; D) glandular longo-
pedicelado pluricelular com cabeca clavada unicelular. Barras = 100, 20, 20 ¢ 50 um,
respectivamente.
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Os testes histoquimicos foram positivos para lipidios, fenodis e alcaloides em
ambos os tricomas glandulares, tanto nas folhas mantidas no sol quanto na sombra,
exceto lipidios no tricoma glandular curto-pedicelado das folhas mantidas na sombra
(Fig. 3, 4).

O numero total de tricomas presentes nas plantas mantidas no sol (ADT) e na
sombra (BDT) ndo diferiu (p = 0,9646). No entanto, a distribuicao dos diferentes tipos
de tricomas foi diferente. As folhas ADT apresentaram maior nimero de tricomas
tectores estrelados e tricomas glandulares longo-pedicelados pluricelular com cabeca
clavada unicelular. Em contrapartida, as folhas BDT apresentaram maior numero de
tricomas tectores unicelulares. A quantidade de tricomas glandulares curto-pedicelados
unicelulares com cabega globosa pluricelular ndo diferiu significativamente entre as

folhas ADT e BDT (Fig. 5).

3.2 Uso temporal pelas larvas

Considerando todo o estagio larval, ndo houve diferen¢a no tempo dedicado as
atividades de repouso, prova do alimento e deslocamento nas folhas ADT e BDT.
Porém, o tempo destinado a remocdo de tricomas e a alimentacdo diferiu
significativamente em folhas de ADT e BDT (Fig. 6).

Houve efeito significativo da densidade dos diferentes tipos de tricomas no
comportamento das larvas de G. spadicea e utilizagao das folhas de S. sisymbriifolium.
Houve também interagdo entre o comportamento e as diferentes densidades de tricomas
e entre este e a ontogénese. Assim, consideramos apenas as variagdes comportamentais
dentro de cada instar e entre as plantas em um dado instar (Tab. I).

Primeiramente, verificamos a diferenga entre o tempo dedicado ao repouso e as

demais atividades (prova do alimento, remog¢ao de tricomas, alimentacao e deslocamento).
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Figura 3. Caracterizacao histoquimica dos tricomas glandulares curto-pedicelados de
Solanum sisymbriifolium. A-C, folhas com alta densidade de tricomas; D-E, folhas com
baixa densidade de tricomas. A ¢ D, rea¢ao ao Sudan black; B ¢ E, cloreto férrico; C e
F, reagente de Wagner. Barra = 20 um.
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Figura 4. Caracterizagdo histoquimica dos tricomas glandulares longo-pedicelados de
Solanum sisymbriifolium. A-C, folhas com alta densidade de tricomas; D-E, folhas com
baixa densidade de tricomas. A ¢ D, reagdo ao Sudan black; B ¢ E, cloreto férrico ¢ C ¢
F, reagente de Wagner. Barra = 30 um.
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Figura 5. Variagdo na densidade de tricomas ( X £ erro padrdo) nas folhas de Solanum
sisymbriifolium cultivadas no sol (barras cheias) e na sombra (barras vazias) densidade
de tricomas. GL, glandular longo-pedicelado; GC, glandular curto-pedicelado; TE,
tector estrelado e TU, tector unicelular. Asteriscos indicam diferenca estatistica

significativa entre os dois tipos de folhas para o tipo de tricoma considerado (testes t, p
<0,05).
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Figura 6. Varia¢do no tempo destinado a diferentes atividades das larvas (X =+ erro
padrdo; n = 100/planta) de G. spadicea durante todo o estagio larval, sobre folhas de
Solanum sisymbriifolium de alta (barras cheias) e baixa (barras vazias) densidade de
tricomas. RP, repouso; PR, prova do alimento; RM, remocdo de tricomas; AL,
alimentagdo; DE, deslocamento. Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa
entre os dois tipos de plantas para o tipo de atividade considerada (testes t pareado, p <

0,0001). Em DE, o teste utilizado foi o de Wilcoxon (p = 0,1454).
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Tabela I. Resumo da andlise de varidncia (ANOVA trés fatores) sobre a influéncia da
planta, ontogénese ¢ comportamento no tempo destinado as atividades das larvas de

Gratiana spadicea. Asteriscos indicam influéncias significativas (alfa = 0,05).

Fator Graus de Soma dos . )
liberdade  quadrados

Planta 1 0,002 0,00 0,9684
Instar 4 0,029 0,01 0,9999
Atividade 4 10288,28 2578,99 <0,0001*
Interacao:

Planta X instar 4 0,029 0,01 0,9999

Planta X atividade 4 61,28 15,36 <0,0001*

Instar X atividade 16 149,49 9,37 <0,0001*
Erro 16 22,13 1,39 0,1402
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Em todos os instares, nesse caso, as larvas passaram significativamente mais tempo
repousando comparado ao tempo em outras atividades, tanto em folhas ADT quanto em
BDT. Os dados sugerem que larvas de quinto instar dedicaram menor tempo ao repouso
e, conseqiientemente, maior tempo as outras atividades (Tab. II).

Desconsiderando o tempo dedicado ao repouso, comparamos, em cada instar, o
tempo dedicado as demais atividades em plantas ADT ¢ BDT. Larvas de primeiro e
segundo instares dedicaram mais tempo a remoc¢do de tricomas € menos tempo a
alimentagdo nas folhas ADT. Nas folhas BDT, destinaram menos tempo a remog¢ao de
tricomas e mais tempo a alimentagdo. No terceiro e quarto instares, a mesma tendéncia
foi observada, no entanto as diferengas ndo foram significativas. As larvas de quinto
instar gastaram cerca do dobro do tempo em alimentacdo nas folhas BDT, quando
comparado as folhas ADT, e o tempo empregado na remoc¢do destes nao diferiu
estatisticamente. Em todos os instares, o tempo dedicado a prova do alimento e
deslocamento nao diferiu estatisticamente entre folhas ADT e BDT (Fig. 7).

Ao longo da ontogénese, em folhas ADT, ndo houve diferenca quanto ao
numero de refeigdes (Tab. III), mas em BDT, as larvas de quinto instar realizaram mais
refeicdes do que as de terceiro e quarto. E ainda, no quinto instar, as larvas em folhas
BDT tiveram maior numero de refei¢des do que em ADT. O tempo de cada refeicdo nao
diferiu entre os instares e variou entre as plantas somente no quinto, onde o tempo de
alimentagdo foi maior em BDT. Em folhas ADT, os intervalos entre as refeigdes nao
variaram entre os instares. Em folhas BDT, o intervalo foi menor no quinto instar em
relacdo ao terceiro. Ainda, no primeiro € no quinto instares os intervalos entre refeicdes
foram menores em folhas BDT quando comparados com ADT (Tab. IV).

As analises de regressao acerca do tempo destinado a cada atividade avaliada ao

longo da ontogénese nao foram significativas quanto ao tempo de alimentagao, em folhas
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Tabela II. Variagdo no tempo ( X + erro padrdo; em minutos) dedicado ao repouso ¢ a
outras atividades dos diferentes instares larvais (n = 20/instar) de Gratiana spadicea
sobre folhas de Solanum sisymbriifolium de alta (ADT) ¢ baixa densidade de tricomas
(BDT), durante seis horas de observagdo. Letras diferentes indicam diferenga
significativa para o tipo de folha e instar considerados (ANOVA seguida de testes

multiplos de Tukey; p <0,05).

ADT
Instar
Repouso Atividade Repouso Atividade
I 29245,947 68+5,94° 290,3+7,35° 69,7+7,35°
11 282,5+8,4° 77,5+8,4° 287,9+7,24° 72,1+7,24°
111 271,1+5,95° 88,9+5,95° 276+6,73% 84+6,73°
1\ 272,9+11,04° 87,1411,04° 283,7+6,24* 76,3+6,24°
\Y4 248,249 25° 111,8+9,25° 232,7+10,3 127,3+10,3°
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Figura 7. Tempo ( X £ erro padrdo; n = 20) destinado a diferentes atividades, exceto
repouso, do primeiro ao quinto instar (de A a E, respectivamente) de Gratiana spadicea
sobre folhas de Solanum sisymbriifolium de alta (barras cheias) ¢ baixa (barras vazias)
densidade de tricomas. PR, prova do alimento; RM, remog¢do de tricomas; AL,
alimentagdo; DE, deslocamento. Asteriscos indicam diferenca significativa entre os dois
tipos de folhas para tipo de atividade considerada (testes t pareados, p < 0,05).
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Tabela III. Resumo da analise de variancia (ANOVA dois fatores), a respeito da
influéncia dos fatores planta e instar nos pardmetros nimero, duragdo e intervalo entre
cada refei¢do das larvas de Gratiana spadicea. Asteriscos indicam diferenga estatistica

(alfa=0,05).
Graus de Soma dos
Parametro Fator F p
liberdade quadrados
Planta 1 1,892 6,673 0,0105%*
Numero de
_ Instar 4 1,428 5,039 0,0259*
refeigcoes
Interagao 1 0,007 0,023 0,8795
Planta 1 248,3 12,249 0,0005*
Tempo de
Instar 4 16,5 0,815 0,3678
cada refeigdo
Interacéo 1 34,1 1,6804 0,1963
Planta 1 10974 9,4451 0,0022*
Intervalo das
. Instar 4 14194 12,2173 0,0005*
refeicdes
Interacéo 1 969 0,8338 0,3616
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Tabela IV. Tempo de alimentagdo das larvas de Gratiana spadicea em seis horas de
observagdo sobre folhas de Solanum sisymbriifolium de alta (ADT) e baixa (BDT)
densidade de tricomas. Numero de asteriscos diferente representa diferenga significativa
no comportamento entre ADT e BDT dentro de um dado instar e letras diferentes
representam diferenga estatistica do comportamento entre instares para um dado tipo de
folha (ANOVA, seguida de testes multiplos de Tukey; p < 0,01; dados logaritmizados).

ADT BDT
Tempo Intervalo Tempo Intervalo
Instar  N°refeigoes N° refei¢des
refeicdo refei¢des refeicdo refeicdes
(n) (n)
(min) (min) (min) (min)

I 2,65+0,29 ** 12+1,02%* 53,34+5,93%  3,55+0,38"*  12,78+1,05™  34,76+4,05"%*
11 2,85+£0,29%  9.3+0,81*  46,64+6,45™*  3,7+0,41%"* 11,53£1,01%  36,91+4,65"*
m 2,4+0,19%*  11,23£0,77"*  54,60+7,73**  2,65+0,31%* 13,86+1,24™  50,45+6,83%*
v 2,8+0,32%*  11,34+1,15"*  38,91+5,74* 3+0,31* 12,69+0,86™  34,35+5,27%%
v 3,740,37  10,54+0,81%*  33,20+4,43™*  4,9+0,46 %%  14,67+1,15™* 23 ,87+3,28%*
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ADT e BDT, quanto ao tempo destinado a prova do alimento em folhas ADT e quanto
ao tempo em repouso em folhas BDT. Houve um aumento nas demais atividades,
exceto para o tempo em repouso nas folhas ADT e aquele dedicado a prova do alimento
em BDT, que diminuiram ao longo do estagio larval (Tab. V).

Comparando-se as regressoes em folhas ADT e BDT, foram observadas
diferencas na atividade de prova do alimento e repouso. Em ADT, as larvas repousaram
menos ao longo dos instares e ndo apresentaram diferenca na prova do alimento. O
oposto aconteceu em BDT, onde as larvas provaram menos ao longo do estagio larval e

o tempo em repouso nao variou (Tab. V).

3.3 Remocao dos tricomas

As larvas de instares iniciais maceraram os raios laterais dos tricomas estrelados
para atingir o mesofilo da folha. No primeiro instar, foi encontrado um numero
significativamente maior de raios de tricomas removidos e tricomas estrelados fixos na
planta sem um ou dois raios laterais, nas folhas ADT. Uma pequena quantidade de
tricomas estrelados inteiros removidos foi encontrada para este instar. No segundo,
observou-se a mesma tendéncia. No entanto, ocorreu aumento no numero de tricomas
estrelados removidos por inteiro. Neste instar, as diferencas entre ADT ¢ BDT nao
foram significativas (Fig. 8).

A partir do terceiro instar, o nimero de tricomas estrelados removidos por
inteiro foi maior e o nimero de tricomas estrelados fixos na planta sem um ou dois raios
laterais diminuiu, bem como o de raios soltos. Nas folhas ADT, o nimero de tricomas
estrelados removidos por inteiro e o nimero de raios foram maiores (Fig. 8).

No quarto e quinto instar as larvas removeram, preferencialmente, os tricomas

por inteiro e significativamente mais em folhas ADT (Fig. 8).
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Tabela V. Equagdes de regressdo correspondentes ao tempo destinado a cada atividade ao longo do estagio larval de Gratiana spadicea (n =
20/instar) em folhas de Solanum sisymbriifolium de alta (ADT) e baixa (BDT) densidade de tricomas. Asteriscos indicam variagdo significativa

ao longo da ontogénese (o = 0,05).

ADT BDT
Atividade Equacéo r F p Equacéo r F p
Repouso y =-10,13x + 304,14 0,944 25,02 0,015%* y =-11,94x + 309,94 0,793 5,11 0,108
Prova alimento y=0,36x+ 11,72 0,210 0,138 0,734 y=-1,25x + 17,09 0,910 14,53 0,031%*
Remocdo tricomas y=4,27x + 18,63 0,904 13,53 0,034* y=6,81x + 0,47 0,912 14,9 0,030*
Alimentacao y=1,74x + 24,64 0,550 1,304 0,336 y =5x +28,26 0,546 1,276 0,340
Deslocamento y=335x+2,51 0,963 38,32 0,008* y =1,38x +4,24 0,916 15,68  0,028%
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Figura 8. Caracteristicas dos tricomas removidos ( X + erro padrdo) por larvas de
Gratiana spadicea (n = 15/instar/planta), durante 24 horas de alimentagdo em discos
foliares de Solanum sisymbriifolium de alta (barras cheiras) e baixa (barras vazias)
densidade de tricomas, ao longo da ontogénese (A a E, de primeiro a quinto instar,
respectivamente). IE, estrelado, solto e inteiro; SR, estrelado, fixo e sem raio(s)
lateral(is); SRC, estrelado, fixo e sem raio central; R, raio solto; PE, parte de estrelado
solta; GL, glandular longo-pedicelado solto. Asteriscos indicam diferenca significativa
entre os tipos de planta, para o instar considerado (testes ndo paramétricos de Mann-
Whitney, p < 0,05).
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3.4. Caracterizacao do canal alimentar

O canal alimentar das larvas de G. spadicea consiste em trés porg¢des: o intestino
anterior ou estomodeu, o intestino médio ou meséntero € o intestino posterior ou
proctodeu. O intestino anterior ¢ composto pela boca, seguida da faringe e uma estrutura
em forma de taca, que se projeta no eséfago. Este tem aspecto piriforme, dilatado em
relacdo as demais se¢des. Nao apresenta diverticulo nem proventriculo, encerrando-se
como um estreitamento do tubo (cardia). O intestino médio apresenta-se alongado e
finaliza-se com a valvula pildrica, junto a inser¢ao dos tubulos de Malpighi (dois pares),
que delimitam o inicio do intestino posterior. Este ¢ formado por um tubo,
freqlientemente dividido em duas partes, o ileo e célon, seguido do reto e anus (Fig. 9).

O epitélio que envolve a por¢do anterior do canal alimentar das larvas de
G. spadicea apresenta uma fina camada muscular. No intestino anterior, o epitélio ¢
simples e revestido por fina cuticula, refletindo a sua origem ectodérmica (Fig. 10).

A parede do intestino médio, de origem endodérmica, desprovida de cuticula, é
formada pela membrana basal e um epitélio colunar simples secretor revestindo o
limen. Opostas a membrana basal ocorrem as microvilosidades, que aumentam a area
de absor¢do celular. O conteudo alimentar, dentro do intestino médio, ¢ envolvido por
uma membrana peritrofica, que delimita o espaco inter e intra-peritrofico e t€m a
aparéncia de uma fina pelicula que acompanha o bolo alimentar e, aparentemente, torna-
se mais espessa no intestino posterior e nas fezes (Fig. 10).

No intestino posterior, o epitélio ¢ formado por células colunares e revestido por
uma camada de cuticula, dada sua origem também ectodérmica. Nao foram observadas

camadas musculares nesta estrutura (Fig. 10).
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Figura 9. Canal alimentar de larva de primeiro instar de Gratiana spadicea (A). Detalhe
de fragmentos de tricomas de Solanum sisymbriifolium (asteriscos) no intestino anterior
(B), médio (C) e posterior (D) em microscopia de luz e fezes (E e F) em microscopia
eletronica de varredura. ant, intestino anterior; med, intestino médio; post,
intestino posterior. Barras =200, 300, 300, 50, 100 ¢ 50 pum, respectivamente.
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Figura 10. Cortes histolégicos longitudinais do canal alimentar de larvas de quinto
instar de Gratiana spadicea. A) Intestino anterior, B) detalhe do epitélio do intestino
anterior, C) por¢do anterior do intestino médio, D) detalhe do epitélio do intestino
médio, E) por¢do final do intestino médio / inicio do posterior e F) detalhe do epitélio
do intestino posterior. al, alimento; ct, cuticula; ei, espago inter-peritrofico; ep, epitélio,
mb, membrana basal; mp, membrana peritrofica; th, tibulos de Malpighi. Barras = 400,
30, 200, 60, 200 e 40 um, respectivamente.
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3.5 Ingestao de tricomas

As larvas de G. spadicea ingerem partes dos tricomas de S. sisymbriifolium,
principalmente fragmentos de raios dos tricomas estrelados (Fig. 9 e 10).

De um modo geral, o intestino anterior apresenta maior nimero de tricomas e
fragmentos do que o intestino médio e posterior. Embora nao tenham sido testados
estatisticamente, o nimero de tricomas ingeridos por larvas de primeiro e segundo
instares alimentadas com folhas ADT foi maior que com folhas BDT. Nos demais
instares isto geralmente ndo ocorre, principalmente em relagdo aos fragmentos dos raios
dos tricomas (Fig. 11).

A presenga de maior numero de fragmentos de tricomas no intestino anterior em
relacdo ao médio e posterior ¢ mais acentuada nos primeiros instares. No quarto e
quinto instares, aparentemente, os fragmentos de tricomas nao ficam retidos no intestino
anterior, sendo encontrados com freqiiéncia no intestino médio (Fig. 11).

Durante as observagdes das laminas do tubo digestivo verificamos, além dos
tricomas mencionados, a presenca de células lignificadas, como elementos traqueais e
algumas células epidérmicas. No caso das larvas de quarto e quinto instar, foram
encontrados pedagos da epiderme com os tricomas aderidos, geralmente no intestino
anterior.

A quantidade de tricomas glandulares no intestino anterior em relagdo ao médio
e posterior também foi significativamente maior na maioria dos instares ¢ em plantas
ADT e BDT. Aparentemente, quando foi observada a presenca da parte secretora destes
tricomas em alguma das por¢des do intestino, a mesma parecia intacta, raramente

“murcha” ou vazia, sem a secre¢do (Fig. 11).
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N° de tricomas (n)

F TU RE PE PGL PGC

Tipo de tricoma

Figura 11. Variag¢do nos tricomas ( X £ erro padrdo) encontrados no intestino anterior
(barras vazias), médio (barras hachureadas) e posterior (barras cheias) de larvas de
Gratiana spadicea do primeiro ao quinto instar (A ao D) (n = 15/planta), alimentadas
com Solanum sisymbriifolium de alta (coluna da esquerda) e baixa (coluna da direita)
densidade de tricomas. F, fragmentos de raio; TU, tector unicelular inteiro; RE, raio
inteiro de estrelado; PE, parte de estrelado com trés ou mais raios; PGL, parte de
glandular longo, PGC, parte de glandular curto. Letras diferentes indicam diferenca
significativa dentro de cada tipo de tricoma entre as por¢des do canal alimentar, para o
instar considerado e tipo de folha considerada (testes ndo paramétricos de Kruskal-

Wallis, seguidos de testes de Dunn; p < 0,05).
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Raios inteiros e partes de tricomas estrelados (de trés a cinco raios laterais)
foram pouco freqiientes dentro do tubo digestivo das larvas, principalmente nos instares
iniciais, tanto em ADT quanto em BDT. Larvas de quarto e quinto instares
apresentaram maior quantidade destes tricomas no seu tubo digestivo, diferindo em
numero, do intestino anterior para o posterior (Fig. 11).

Perfuracdes associadas aos tricomas estrelados foram detectadas internamente,
pelo menos na membrana peritréfica de larvas de todos os instares (Fig. 9 C, D). As
fezes das larvas de quinto instar apresentaram-se envoltas por uma membrana
aparentemente espessa, semelhante a um muco, a qual também aparece perfurada por

raios de tricomas estrelados (Fig. 9 E, F).

4. Discussao

4.1 Tricomas de S. sisymbriifolium

Dentre os tricomas relacionados por MENTZ et al. (2000) para as folhas de S.
sisymbriifolium, ha dois tipos ndo encontrados neste estudo: o simples bicelular e o
misto estrelado glandular, os quais, aparentemente, sdo raros ¢ podem ser facilmente
confundidos com o tector unicelular e o estrelado, respectivamente. O tricoma glandular
curto-pedicelado unicelular com cabega globosa pluricelular ndo havia sido registrado
anteriormente. HILL et al. (1997) e CosA et al. (2002) descrevem apenas trés tipos de
tricomas nesta planta: 1) tricoma estrelado, 2) tricoma simples e 3) tricoma glandular
tipo B, equivalente ao glandular longo-pedicelado pluricelular com cabega clavada
unicelular aqui descrito. Atribuimos tais diferencas possivelmente aos diferentes
métodos empregados; MENTZ et al. (2000) e CosA et al. (2002) utilizaram microscopia

optica, enquanto HILL et al. (1997) utilizaram microscopia Optica e eletronica de
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varredura. Acreditamos que, neste caso, apenas a microscopia eletronica de varredura
aliada a microscopia 6ptica e a histoquimica serao capazes de nos oferecer resultados
satisfatorios.

Em estudo realizado por WOODMAN & FERNANDES (1991), a redugao de pélos
resultou no aumento da taxa de evapotranspiragdo, embasando a hipdtese de que os
tricomas tém papel no controle da perda de agua das plantas, formando uma “cobertura”
que diminui a acdo do vento, reflete a luz solar e diminui a temperatura da folha. Tal
hipdtese corrobora os resultados deste trabalho, nos quais as plantas mantidas no sol
apresentaram maior densidade de tricomas estrelados, os quais, provavelmente, devido
ao maior tamanho, oferecem maior prote¢ao contra a perda de agua. Ainda, os tricomas
simples, mais numerosos nas folhas de sombra, podem representar uma barreira menos
eficiente devido ao menor tamanho em relacdo aos estrelados. Em P. suberosa, a alta
pubescéncia das folhas mantidas no sol estd supostamente relacionada ao estresse
hidrico associado a protecdo foliar pelo aumento da reflexdo da luz ou prevencdo da
evapotranspiragdo excessiva (BARP et al. 2006).

Os compostos secundarios detectados histoquimicamente nos tricomas
glandulares, tanto nas folhas ADT quanto BDT, indicam que ndao ha diferencas
qualitativas entre estas quanto a composi¢cdo quimica do exudato dos tricomas. A
presenga de metabolitos secundarios das plantas e exudatos de tricomas glandulares,
como alcaloides e fendis, podem atuar como repelentes gustatorios e, portanto, na
defesa das plantas contra os insetos herbivoros (LEVIN 1973, SEIGLER & PRICE 1976).
Os fenodis apresentam cerca de 10.000 metabdlitos e uma variedade de funcdes, desde
suporte mecanico, atragdo de polinizadores até defesa contra herbivoros (e.g. ligninas e
taninos, abundantes nas plantas) (TAlZ & ZEIGER 2004). Os alcal6ides, também

presentes nos tricomas glandulares de S. sisymbriifolium, fazem parte dos metabolitos
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secundarios nitrogenados e exercem importante papel na defesa de plantas contra
predadores, em especial de grandes vertebrados, devido a toxidez e deterréncia
(HARBORNE 1986, TA1Z & ZEIGER 2004). Porém, para as plantas, os lipidios sdo
utilizados principalmente para armazenar carbono e produzir energia (TAIZ & ZEIGER
2004). Para os insetos, por outro lado, podem representar importante recurso energético.
Tais tricomas sdo ingeridos pelas larvas de G. spadicea, cujo papel frente a mortalidade
correspondente resta ser elucidado do ponto de vista quimico.

Em G. spadicea, aparentemente, ndo ha mudangas no comportamento diante do
contato com substancias oriundas dos tricomas glandulares. Entretanto, podem haver
alteragdes no consumo de alimento e na performance das larvas e adultos, o que nao foi
avaliado neste trabalho, com relagdo especifica aos tricomas glandulares. MEDEIROS &
MOREIRA (2005) porém verificaram que nao ha diferenca entre a performance de larvas
alimentadas com discos foliares intactos e discos foliares com o exudato dos tricomas
glandulares removido e ainda, que a presenca de exudatos ndo interfere na velocidade

de deslocamento das larvas de primeiro e quinto instares (MEDEIROS & MOREIRA 2002).

4.2 Uso temporal pelas larvas

As larvas de G. spadicea, durante a ontogénese, empregam a maior parte do seu
tempo em repouso, o que ¢ tido como um padrdo em insetos, principalmente para
especialistas que estdo situados na sua hospedeira desde o estagio de ovo (BERNAYS
2001). O comportamento de um inseto herbivoro pode ser regulado e influenciado por
fatores como a qualidade do alimento, o qual contribuird na alocagdo de tempo para as
varias atividades desempenhadas pelo herbivoro (BERNAYS 1998). A quantidade de
tempo empregado em cada atividade proporciona uma avaliacdo do efeito de inimigos

naturais, qualidade do alimento, temperatura, e outras variaveis que vao influenciar o
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comportamento (ADLER & ADLER 1988). Por isso, o tempo destinado a atividade de
repouso deve estar relacionado com o fato das larvas permanecerem na sua unica fonte
de alimento. Em contrapartida, mesmo situadas na planta hospedeira, as larvas podem
provar varias ou algumas partes da planta até encontrar a area mais indicada para
alimentacao, mais nutritiva, mais sombreada ou com menor densidade de tricomas.

Variagdes na densidade dos diferentes tipos de tricomas em folhas de S.
sisymbriifolium refletem mudangas na utilizagdo destas por larvas de G. spadicea,
principalmente com relagdo ao tempo utilizado na remog¢do dos tricomas e na
alimentagdo. O tempo gasto em alimentacdo pode representar um custo para o inseto
(BERNAYS et al. 2004b). No caso das larvas de G. spadicea, existe a barreira fisica dos
tricomas, que deve ser transposta, ja que estes impedem o acesso ao mesofilo foliar, o
que vai interferir no tempo destinado as demais atividades. Assim, este comportamento
de remogao dos tricomas pode ser uma adaptagdo primaria para neutralizar o sistema de
defesa das plantas (e.g., CLARKE & ZALUCKI 2000).

As larvas de G. spadicea apresentaram padrao de remocdo de tricomas
anteriormente descrito por MEDEIROS & MOREIRA (2005). Entretanto, neste trabalho,
foram feitas comparagdes entre plantas ADT e BDT, as quais apresentaram diferencas
significativas na densidade de tricomas. O maior tempo destinado a remogdo de
tricomas em folhas mantidas no sol corrobora o fato destas folhas apresentarem maior
densidade de tricomas estrelados e glandulares longo-pedicelados, que sdo os tricomas
de maior tamanho em S. sisymbrifolium e impedem a alimentag@o, principalmente de
larvas menores. Nas folhas mantidas na sombra, menos tempo foi dedicado a remogao,
dada a baixa densidade dos tricomas estrelados e glandulares longo-pedicelados e ao
estar o mesofilo, por conseqiiéncia, mais acessivel. Salienta-se que o maior nimero de

tricomas tectores unicelulares nestas folhas, provavelmente, ndo oferece barreira
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expressiva a alimentagdo, visto que, aparentemente, sao de pequeno tamanho em relagao
aos demais.

As diferengas no tempo de remocao de tricomas, mais expressivas nos dois
primeiros instares larvais, corroboram o fato de as larvas, nesta fase, macerarem os raios
laterais dos tricomas estrelados para se alimentar. Isto representa mais tempo nessa
atividade do que os demais instares, nos quais passam a remover os tricomas por inteiro,
cortando-os apenas uma vez no pediunculo (MEDEIROS & MOREIRA 2005). Comparando
a remogao de tricomas nas plantas de alta ¢ baixa densidade o padrao foi o mesmo, no
entanto, o numero de tricomas removidos foi maior para as larvas que se alimentaram
em alta densidade. Dessa forma, confirma-se a dificuldade de acessar o alimento e
maior gasto energético para se alimentarem nestas plantas, o que também pode estar
relacionado a alta mortalidade observada nas larvas de G. spadicea nos instares iniciais
(MEDEIROS & MOREIRA 2005).

Muitas espécies de insetos parecem gastar somente uma pequena por¢ao do seu
tempo consumindo alimento de fato. O aumento do tempo de alimentag@o ou a baixa
qualidade nutricional da hospedeira pode envolver o consumo de grandes quantidades
de tecido da planta para sustentar o crescimento. Porém, plantas de alta qualidade
nutritiva sdo mais adequadas para o crescimento dos insetos e, nestas plantas, o tempo
gasto em alimentagdo ¢ menor (BERNAYS 2001, BERNAYS et al. 2004b). As larvas de G.
spadicea empregam pouco tempo na alimentagdo, os intervalos entre as refeigdes sdo
relativamente longos e envolvem atividades como a remog¢do dos tricomas, prova de
alimento e deslocamento. Em insetos, os ritmos de alimentagdo de curta duracdo (e.g.,
menos que uma hora se alimentando separada por cerca de 30 minutos a 2 horas de
repouso) provavelmente refletem o tempo necessario para digerir e absorver uma porgao

supostamente Otima do alimento ingerido (SLANSKY 1993). As refeigoes de,
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aproximadamente, 10 minutos realizadas pelas larvas de G. spadicea em todos os
instares indicam a ingestao de uma porc¢ao 6tima de alimento que levaria menos de uma
hora para ser absorvida (intervalo entre refeicdes), quando ocorre novamente a ingestao
de alimento.

As diferencas quanto aos ritmos de alimentacdo em relacdo as folhas de alta e
baixa densidade de tricomas ocorrem preferencialmente nas larvas de quinto instar, as
quais s3o maiores e responsaveis pelo periodo de maior ingestdo de alimento. O maior
nimero de refeigdes, o maior tempo destinado as refeicdes e o menor intervalo entre
refeicdes sobre plantas de BDT podem estar relacionados a dois fatores: 1) tempo
disponivel a alimentagdo, visto que ndo necessitam remover tricomas, ou ainda, 2)
qualidade nutricional destas plantas, hipotese que deve ser considerada, pois plantas
mantidas no sol e na sombra podem apresentar diferente qualidade e/ou quantidade de
nutrientes (JOHNSON 1975). Larvas de primeiro instar sobre folhas de baixa densidade
de tricomas necessitam de um menor intervalo de tempo para digerir/absorver uma
quantidade ideal de alimento, mas isso ndo reflete significativamente no tempo de cada
refeicdo nem mesmo no nimero de refei¢des.

O tempo dedicado a alimentagdo por larvas de G. spadicea ndo aumenta ao
longo dos instares; no entanto, sabe-se que as larvas maiores, com o aumento do
tamanho corporal, necessitam de mais alimento e, para isso comem mais (MEDEIROS &
MOREIRA 2003). O fato do tempo destinado a alimentacdo ndo aumentar pode ser
justificado pela ingestdo de maiores pedagos/fragmentos do alimento. Com a cabega e
as mandibulas maiores, os ultimos instares larvais tém maior facilidade em ingerir
grandes quantidades de material foliar. Como conseqiiéncia desta mudanga, pode
ocorrer a reducao da eficiéncia de assimilagdo nos ultimos instares, provavelmente

como um resultado da ingestdo de uma maior propor¢ao de alimento, porém de menor
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qualidade (SLANSKY 1993, HocHULI 2001); ou de pedagos maiores, porém de dificil
digestdo. Conforme demonstrado por KERPEL (2004), as lagartas de Heliconius erato
phyllis (Lepidoptera, Nymphalidae) aproveitam maior quantidade de nutrientes em
fragmentos menores, com maior superficie exposta relativa, o que resulta em maior
aproveitamento do contetido das células mais internas do fragmento.

O consumo de alimento pode mudar com a idade dentre e entre os instares,
provavelmente refletindo mudangas fisiolégicas durante o desenvolvimento de G.
spadicea. O pequeno tamanho das larvas, principalmente no primeiro ¢ segundo
instares, dificulta o acesso ao alimento, principalmente sobre folhas de alta densidade de
tricomas, nas quais a necessidade de remover tricomas ¢ maior. Em ambas as plantas,
quanto maior a larva, maior ¢ o tempo utilizado para remoc¢do de tricomas e para o
deslocamento sobre a folha; mas, conforme ja mencionado, o tempo de alimentacdo ¢ o
mesmo. A mudanga deste padrao quanto ao tempo de repouso e de prova sugere que ha
um tipo de compensacdo no tempo empregado nestas duas atividades. Se, em baixa
densidade de tricomas, ao longo dos instares, o tempo de prova diminui, ou seja, provar
ndo ¢ mais t30 necessario, o tempo em repouso se mantém. Mas, se a necessidade de
provar ¢ a mesma, diminui o tempo de repouso, como acontece em folhas de alta
densidade de tricomas, entdo, ¢ provavel que nestas folhas, as larvas tenham a
necessidade de encontrar melhores sitios de alimenta¢do, ou aqueles que possuem
menor numero de tricomas, principalmente os estrelados, que oferecem maior barreira a
ingestdo de alimento. Por isso, destinam o mesmo tempo a prova do alimento durante

todos os instares e, assim, diminuem o seu tempo de repouso.
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4.3 Ingestao de tricomas

O consumo de alimento prové energia e nutrientes necessarios para realizar as
demais atividades da vida de um inseto ou qualquer outro animal: crescimento e
desenvolvimento, armazenagem de reservas metabolicas, movimento, defesa, e
reprodugdo (SLANSKY 1993). Para se alimentar, as larvas de G. spadicea precisam
remover os tricomas presentes nas folhas de S. sisymbriifolium. No entanto, acabam
ingerindo-os em parte, geralmente, em fragmentos menores. Destacamos a presencga de
um numero maior de fragmentos de tricomas na por¢ao anterior do intestino, sugerindo
a existéncia de um mecanismo/comportamento que atue na regulacdo da passagem
destes fragmentos, evitando estas estruturas no intestino médio que apresenta o epitélio
mais delicado e sujeito potencialmente a danos mecanicos causados por estas estruturas.
Desenvolvemos duas hipoteses que podem embasar este fendmeno. A primeira delas €
que haja um regurgito do intestino anterior para a cavidade pré-oral, embasada pela
presenga de uma estrutura em forma de taga, proxima a faringe, que se projeta no papo e
possui um estreitamento antes desse. Assim, os tricomas acumulados nesta estrutura
poderiam ser regurgitados ap6s certo periodo de alimentacdo. A segunda hipotese € que
os tricomas acumulados no intestino anterior sejam “liberados”, pelo menos em parte,
juntamente com a exuvia, visto que esta por¢ao do intestino ¢ coberta por uma cuticula
quitinosa, de origem ectodérmica, renovada em cada muda (CHAPMAN 1982, WEISS
2006). Salienta-se, entretanto, que mesmo frente a existéncia desta adaptacdo, a
presencga de perfuragdes pelo menos na membrana peritrofica (no interior do intestino e
fezes) pode comprometer a sobrevivéncia, e precisa ser melhor avaliada.

A retencdo de fragmentos de tricomas no intestino anterior parece estar
ocorrendo somente nas larvas dos trés primeiros instares, pois nas de quarto e quinto o

numero de fragmentos ndo difere entre o intestino anterior, médio e posterior. Com o
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aumento do tamanho corporal das larvas nos tultimos instares, a passagem dos
fragmentos de tricomas pode ser facilitada e assim, ndo hd necessidade destes serem
retidos, diferentemente do que acontece nos primeiros instares, quando um ou mais
fragmentos tém dificil passagem para o intestino médio. Conforme estudos
preliminares, constatamos que em larvas de primeiro instar a largura do espago intra-
peritréfico mede cerca de 65 um e, em larvas de quinto instar, cerca de 261 pm. Da
mesma forma, o diametro médio dos raios laterais dos tricomas ¢ de aproximadamente
33 um e o comprimento 184 pum (MEDEIROS & MOREIRA 2002). Salienta-se também
que para a passagem destes pelo tubo digestivo precisam satisfazer a orientagdo
longitudinal, porque a altura dos raios dos tricomas ¢ maior que a largura do espago
intra-peritrofico nos instares iniciais.

O método aqui utilizado para detectar a presenca de tricomas no canal alimentar
possui algumas limita¢des, sobretudo em relagdo as larvas de quarto e quinto instar, que
tém grande quantidade de alimento no tubo digestivo, dificultando a visualizagdo dos
tricomas e fragmentos. Tal afirmativa é principalmente verdadeira para o intestino
posterior, onde ocorre reabsor¢do de agua (CHAPMAN 1982), e o contetido alimentar
(fezes) torna-se mais compacto e escuro.

A quantidade de tricomas tectores unicelulares no tubo digestivo das larvas que
se alimentaram de folhas de sombra (baixa densidade de tricomas) corrobora o alto
numero destes tricomas quantificado nestas folhas. A maior quantidade destes tricomas
no intestino anterior do que no médio e posterior ¢ mantido, tanto em alta quanto em
baixa densidade de tricomas.

Em larvas de Oulema melanopus (Linnaeus) (Coleoptera, Chrysomelidae) que se
alimentam de uma variedade pilosa de trigo, os tricomas passam através do canal

alimentar ndo digeridos e¢ aparentemente ndo tem valor nutritivo, exceto por algum
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citoplasma presente na cavidade do tricoma (WELLSO 1973). De forma semelhante, em
G. spadicea os tricomas parecem intactos em qualquer das por¢des do canal alimentar e
nas fezes, sem sinal de digestdo. Tricomas e nervuras podem conter mais silica do que
outras areas da lamina foliar, o que pode justificar a sua indigestibilidade (WELLSO
1973). Além disso, as paredes celulares celuldsicas sao naturalmente indigeriveis pelos
insetos, porque raramente implica em vantagens, j& que o gasto energético ¢ muito
grande sem a presenga de simbiontes (MARTIN 1991), os quais ndo foram observados
em G. spadicea (SILVA 1999).

As larvas de G. spadicea apresentam o canal alimentar com estrutura tipica
esperada para insetos mastigadores (SNODGRASS 1935, CROWSON 1981, CHAPMAN
1982). A fim de evitar danos mecanicos causados por particulas solidas de alimento, no
intestino médio o contetdo alimentar é envolvido pela membrana peritréfica.
Entretanto, verificamos larvas com indicios de rompimento nesta membrana, causados
pelos fragmentos de tricomas ingeridos, tanto no intestino médio, quanto no posterior e
nas fezes, indicando que podem lacerar o canal alimentar e causar danos as larvas.

Diante dos resultados aqui apresentados e discutidos, podemos inferir que existe
uma adaptacdo das larvas de G. spadicea a presenga de tricomas na sua hospedeira, os
quais sdao removidos ou macerados previamente a ingestdo do mesofilo; atividade essa
que envolve consumo de energia e representa um custo subletal.

Apds a remogao, fragmentos dos tricomas removidos sdo ingeridos e atravessam
o canal alimentar sem qualquer sinal de digestdo e, provavelmente, causam danos
fisicos na passagem pelo tubo digestivo, o que precisa ser melhor estudado. Além disso,
o maior indice de fragmentos no intestino anterior do que no médio e posterior indicam
haver algum mecanismo que filtra e/ou retém tais estruturas no intestino anterior, os

quais podem ser regurgitados ou liberados juntamente com a extvia.
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5. Conclusodes

Diferentes densidades de tricomas nao interferem no tempo destinado ao
repouso ¢ as demais atividades das larvas de G. spadicea. O tempo em repouso ¢ maior
que o tempo em atividade, o qual varia entre os comportamentos observados: remog¢ao
de tricomas, alimentagdo, prova do alimento ¢ deslocamento.

A alta densidade de tricomas, principalmente estrelados, afeta o tempo dedicado
a alimentagdo das larvas, ja que o maior tempo dedicado a remocao destas estruturas
diminuiu o tempo empregado na ingestao de alimento.

O tamanho das larvas interfere principalmente no tempo destinado a remocgao de
tricomas, visto que, ao longo da ontogénese, este aumenta em folhas com alta e baixa
densidade de tricomas, indicando que larvas maiores removem tricomas por mais
tempo. Tal fato também pode estar relacionado com mudangas no comportamento de
remo¢ao, ja que larvas nos instares iniciais maceram os raios dos tricomas e nos ultimos
instares cortam-os apenas na base, removendo a estrutura inteira.

Os ritmos de alimentagdo das larvas de G. spadicea sdo de curta duragdo ¢ o
tempo de assimilagdo do alimento ingerido ¢ menor que uma hora, principalmente em
larvas de quinto instar. As diferengas entre os ritmos de alimenta¢do ndo se manifestam
entre os demais instares, mas principalmente no quinto instar e entre as folhas de alta e
baixa densidade de tricomas, sugerindo uma maior facilidade de ingestao nas folhas de
baixa densidade e, possivelmente, um menor aproveitamento de nutrientes.

As larvas repousaram menos, ao longo do estagio larval, em folhas de alta
densidade de tricomas, o que refletiu no tempo destinado a prova de alimento, que nao
variou. O contrario foi verificado para folhas de baixa densidade de tricomas, sugerindo

que as larvas necessitaram buscar ou procurar sitios de alimentagdo com menos
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tricomas nestas folhas e, assim, compensarem este gasto de tempo diminuindo o tempo
em repouso.

As larvas de G. spadicea reduzem o efeito dos tricomas, removendo-os antes de
iniciar a alimentagcdo. Tal comportamento provavelmente ¢ uma adaptacdo para
neutralizar esta barreira fisica que atua no sistema de defesa da sua hospedeira. Como
qualquer outro comportamento, remover tricomas requer tempo e consumo de energia e
apesar do gasto energético envolvido na remocao, alguns dos fragmentos sdo ingeridos,
provavelmente de forma acidental.

A ingestdo de fragmentos de tricomas de S. sisymbriifolium ocorre em todos os
instares larvais de G. spadicea, mas, a retengdo destes fragmentos no intestino anterior
das larvas da-se, principalmente nos instares iniciais, quando as larvas s3o menores € o
diametro do tubo digestivo também, o que dificulta a passagem de fragmentos maiores.
Para a liberacdo dos fragmentos retidos ha duas possibilidades: podem ser regurgitados
de uma estrutura anterior ao papo que teria a fungdo de armazena-los até o momento de
regurgitar, ou ainda, serem liberadas com a extvia na ocasido da muda.

A ocorréncia de ingestdo de tricomas e a passagem de alguns fragmentos através
do canal alimentar podem estar relacionados com a alta mortalidade anteriormente
observada para estas larvas, principalmente nos instares iniciais, visto que estas
estruturas podem danificar o epitélio do tubo digestivo. Além disso, a presenca de um
mecanismo para regurgitar ou liberar com a exuvia os fragmentos ingeridos pode ndo

ser totalmente eficiente, pois a retencdo dos fragmentos ¢ mais acentuada nos trés

primeiros instares onde ocorrem, porém, os indices mais altos de mortalidade.
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