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ESTUDO DA INTERACAO ENTRE A FORMIGA Camponotus punctulatus MAYR
(HYMENOPTERA: FORMICIDAE) E O PULGAO-PRETO-DOS-CITROS
Toxoptera citricidus (KIRKALDY) (HEMIPTERA: APHIDIDAE)*

Autor: Eduardo Diehl Fleig
Orientadora: Luiza Rodrigues Redaelli

RESUMO

A relacdo entre hemipteros produtores de honeydew e formigas é
geralmente definida como mutualista, com beneficio para ambos os parceiros da
interacdo. Nos afideos, estudos mostraram que o atendimento pelas formigas
aumenta a sobrevivéncia e a reprodugdo das colbnias, principalmente pela
protecdo provida ao ataque de inimigos naturais. Entretanto, sdo raros o0s
trabalhos que avaliam o efeito das formigas atendentes diretamente sobre os
individuos, sem a presenca de outros organismos. Neste trabalho, estudou-se o
efeito da formiga atendente Camponotus punctulatus Mayr sobre a histéria de
vida do pulgédo Toxoptera citricidus (Kirkaldy) mantido individualmente em Citrus
sinensis (L.) Osbeck na auséncia de inimigos naturais para trés experimentos.
Avaliou-se também o comportamento das formigas na presenca de adultos e
imaturos de Cycloneda sanguinea (L.) em colénias do pulgdo em mudas de
Poncirus trifoliata (Raf.). A sobrevivéncia ninfal, a fecundidade total, o periodo
reprodutivo e pos-reprodutivo dos pulgdes nao foram influenciados pela presenca
das formigas em todos os experimentos. Entretanto, pulgdes atendidos, em dois
experimentos, apresentaram aumento da fecundidade média e diaria, da taxa
liguida de reproducéo (r,), da taxa intrinseca de crescimento (r,) e da taxa finita
de aumento (A), e reducéo do intervalo médio entre geracées (img) e do tempo de
duplicacao (td). A reducéo da longevidade foi detectada em um dos experimentos.
O aumento da fecundidade diaria dos pulgbes atendidos, principalmente nos
primeiros dias, teve um papel importante no crescimento populacional simulado.
O comportamento das formigas foi semelhante independentemente do sexo das
joaninhas ou do tamanho das col6nias de formigas. As larvas sdo mais toleradas
do que os adultos em col6nias do pulgdo. Com base em trabalhos publicados, séo
levantadas hipoOteses para explicar as diferencas encontradas.

Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (96 p.) Julho, 2011.



ON THE INTERACTION BETWEEN THE ANT Camponotus punctulatus MAYR
(HYMENOPTERA: FORMICIDAE) AND THE BROWN CITRUS APHID
Toxoptera citricidus (KIRKALDY) (HEMIPTERA: APHIDIDAE)*

Author: Eduardo Diehl Fleig
Adviser: Luiza Rodrigues Redaelli

ABSTRACT

The relationship between honeydew-producing hemipteran and ants is
usually defined as mutualistic, with benefits for both interacting partners. For
aphids, studies have shown that attending ants promote colony survivorship and
reproduction, mainly by protection against natural enemies. However, only a few
studies have been conducted on the effect of attending ants directly onto the
individuals, free of other organisms. In this study, we evaluated the effect of the
attending ant Camponotus punctulatus Mayr on the life history of the brown citrus
aphid Toxoptera citricidus (Kirkaldy) growing in Citrus sinensis (L.) Osbeck free of
natural enemies during three experiments. The behavior of ants towards adults
and immatures of Cycloneda sanguinea (L.) in aphid colonies kept on seedlings of
Poncirus trifoliata (L.) Raf. was also evaluated. Nymph survivorship, adult total
fertility, reproductive and post-reproductive period were not affected by attending
ants in all experiments. However, for two experiments, attended aphids had
increased mean and daily fecundity, net reproductive rate (r,), intrinsic rate of
increase (rm) and finite rate of increase (A), and reduced mean generation time
(img) and doubling time (td). Reduced longevity was observed in one of the
experiments. The increased daily fecundity of attended aphids, mainly on the first
days, had a major impact on the simulated population growth. Ants behaved
similarly regardless of lady beetle sex or ant colony size. Larvae are more
tolerated than adults in aphid colonies. Based on the literature, several hypotheses
are raised to account for the differences found.

'Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (96 p.) July, 2011.
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1 INTRODUCAO

A cultura do citros [Citrus sinensis (L.) Osbeck] é alvo constante de
inlmeras pragas e doencas, que encontrando condi¢cdes favoraveis ao seu
desenvolvimento sdo capazes de causar danos irreversiveis. Entre as diversas
espécies de insetos que podem ocasionar prejuizos a citricultura, encontram-se
os afideos (Hemiptera: Aphididae). Esses insetos podem causar danos diretos
provocando murchamento generalizado, encarquilhamento das folhas e a
paralisacdo do desenvolvimento das mesmas. Como danos indiretos, ha o
comprometimento da taxa fotossintética e respiratéria da planta através do
desenvolvimento de fungos sapréfitas (Capnodium spp.) e transmisséo de virus
fitopatogénicos. Toxoptera citricidus (Kirkaldy) é uma das principais espécies de
afideos que infestam pomares de citros no Brasil, sendo um dos principais vetores
do agente causal de uma das maiores ameacas a citricultura, a tristeza-dos-citros.

A histéria de vida dos afideos pode ser influenciada pela presenca de
outros organismos, como as formigas. Como grande parte dos Hemiptera, os
afideos excretam um exsudato, o honeydew, rico em carboidratos, uma fonte de
alimento importante para diversas espécies de formigas. Muitas espécies de
formigas atendem as colbnias dos afideos para obtencdo do honeydew e, em
troca, realizam servicos, formando uma interacdo mutualista.

As formigas mutualistas promovem beneficio aos hemipteros atendidos,

como protecdo a inimigos naturais e consequente aumento da sobrevivéncia,



2
aumento da fecundidade e reducdo do intervalo entre geracbes. Embora a
interacdo formiga-hemiptero seja reconhecida como mutualista em muitos
estudos, o mutualismo esta condicionado a variagbes no espaco e no tempo e,
por isso, 0s custos envolvidos para os participantes da interacdo podem ser, em
algumas circunstancias, maiores do que os beneficios.

No Brasil ndo existem trabalhos que avaliem o efeito do atendimento das
formigas sobre a histéria de vida dos afideos. Dado a importancia agricola de T.
citricidus, este trabalho objetivou avaliar se a interacdo é positiva ou negativa
entre Camponotus punctulatus Mayr e Toxoptera citricidus em Citrus sinensis var.
Valéncia enxertada sobre Poncirus trifoliata (L.) Raf., através de parametros
individuais (sobrevivéncia, fecundidade e longevidade) e populacionais (tabela de
vida de fertilidade) do pulgdo e pela simulacdo computacional do crescimento
deste. Além disso, foi observado o comportamento das operarias de C.
punctulatus, provenientes de duas colénias, e de larvas e adultos da joaninha

Cycloneda sanguinea durante a interacao formiga-pulgao-joaninha.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Problemética dos afideos

Os afideos sao considerados um grupo de insetos de grande importancia
agricola em termos mundiais, em funcdo da sua distribuicdo, dos seus danos
diretos e, principalmente dos indiretos (Pefia-Martinez, 1992). Os danos diretos
sao provocados pela alimentacédo nas plantas, removendo substancias nutritivas e
liberando toxinas presentes na saliva, provocando o murchamento generalizado,
encarquilhamento das folhas e a paralisacdo do desenvolvimento das mesmas
(Vendramim & Nakano, 1981; Godfrey et al., 2000). Como danos indiretos, ha o
comprometimento da taxa fotossintética e respiratdria da planta através do
desenvolvimento de fungos sapréfitas (Capnodium spp.) (Pefia-Martinez, 1992;
Godfrey et al., 2000) e transmissao de virus fitopatogénicos (Nault, 1997).

Mais de 4.700 espécies de afideos ja foram descritas (Remaudiere &
Remaudiere, 1997), das quais cerca de 190 tém registro de transmissao de virus
de plantas (Nault, 1997), com muitas espécies capazes de transmitir mais de um
virus (Eastop, 1983; Nault, 1997). Dos mais de 700 virus de plantas (van
Regenmortel et al., 2000), cerca de 50% sado transmitidos por hemipteros das
subordens Auchenorrhyncha e Sternorryhncha (Nault, 1997). Os afideos

(Aphididae) sdo os mais importantes vetores, transmitindo mais virus do que as
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moscas-branca (Aleyrodidae) e as cigarrinhas (Cicadellidae e Delphacidae)
(Nault, 1997).

O pulgdo-preto-dos-citros, Toxoptera citricidus, estd ligado a duas
importantes doencas da citricultura, a tristeza-dos-citros e enacdo das nervuras-
galha lenhosas dos citros (Roistacher & Bar-Joseph, 1987; Carvalho et al., 2001).
A tristeza-dos-citros esta entre as principais doencas da citricultura mundial,
sendo causada pelo Citrus tristeza virus (CTV) (Roistacher, 1991; Marroquin et
al., 2004). T. citricidus, juntamente com Aphis gossypii Glover e A. spiraecola
Patch, sdo as principais espécies de afideos vetores do CTV (Roistacher & Bar-
Joseph, 1987). A transmisséo do CTV por T. citricidus pode chegar a ser 25 vezes
mais eficiente do que outras espécies de afideos (Yokomi et al., 1994). A enacao
das nervuras-galha lenhosas dos citros tem maior impacto em regides da
Espanha, onde o porta-enxerto utilizado é resistente a tristeza-dos-citros, porém,
sensivel a galha lenhosa (Ballester et al., 1979).

Uma terceira doenca, a morte-subita-dos-citros (MSC), vem se
disseminando no Brasil desde 2001 (Bassanezi et al., 2003; Roman et al., 2004).
Apresenta a sintomatologia e o padrao de distribuicdo das plantas atacadas
semelhantes ao da tristeza-dos-citros e, por isso, alguns autores sugerem que a
MSC é causada por um mutante do virus da tristeza de origem regional ou recém-
introduzido (Muller et al., 2002) e, por esta similaridade, os afideos poderiam ser
0s principais vetores, embora ainda nao tenha sido testado (Bassanezi et al.,

2003).

2.2 Biologia de Toxoptera citricidus
O pulg&o-preto-dos-citros é originario da Asia, possivelmente da China, de

onde também vieram os citros (Rocha-Pefa et al., 1995). A sua introducdo na
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Ameérica do Sul ocorreu, provavelmente, no Brasil ou na Argentina na década de
30 guando essas regides estavam expandindo a producéo citricola, através de
importacdes de material da Australia e da Africa do Sul (Rocha-Pefia et al., 1995).
Atualmente, é encontrado em paises da América do Sul como Bolivia (Squire,
1972; Timmer et al., 1981), Peru (Roistacher, 1988), Uruguai, Chile e Colbmbia,
além do Brasil (Rocha-Pefia et al., 1995). Ha registros de T. citricidus até mesmo
em regibes de floresta, como a Amazbnia peruana (Ortiz, 1981) e na Mata
Atlantica (Lazzari & Lazzarotto, 2005).

Plantas hospedeiras de T. citricidus sdo, em sua grande maioria, restritas
ao género Citrus, embora haja registros de ocorréncia em outras espécies de
Rutaceae (Michaud, 1998). Outras espécies vegetais sdo registradas como
hospedeiras alternativas do pulgéo-preto-dos-citros (Roistacher, 1991; Yokomi,
1992; Yokomi et al., 1994), entretanto, acredita-se que tanto a alimenta¢cdo quanto
a reproducdo ocorram somente em espécies de Citrus e que, exceto pelas
Rutaceae, a maioria das plantas ndo sao hospedeiras apropriadas para o0
desenvolvimento de T. citricidus (Yokomi et al., 1994). Estas plantas podem ser
colonizadas ocasionalmente quando ndo ha disponibilidade de ramos jovens em
citros ou quando as formas aladas estdo no processo de deslocamento para
outros citros e apenas pousam nessas supostas hospedeiras (Michaud, 1998).

Tanto no Brasil quanto em outros paises, 0 pulgdo-preto-dos-citros é
encontrado em alta densidade nos pomares citricos (Garnsey & Lee, 1993;
Bassanezi et al., 2003). No Brasil, T. citricidus esta entre as principais espécies de
afideos que infestam pomares citricos, juntamente com A. gossypii, A. spiraecola
e Toxoptera aurantii (Boyer de Fonscombe) (Souza-Silva & llharco, 1995). Em
levantamentos de afideos realizados em pomares de C. sinensis na regido

Sudeste do Brasil, ao longo de dois anos, cerca da metade de todos os individuos
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coletados pertencia a espécie T. citricidus (Primiano, 2005). De acordo com o
autor, em alguns pomares, esta espécie representava mais de 80% do total de
individuos coletados.

O pulgdo-preto-dos-citros se alimenta somente nas brotacGes, folhas
jovens e botdes florais da sua planta hospedeira (Michaud, 1998). Em virtude das
técnicas de manejo, como irrigacao, fertilizacdo e poda e, fatores climaticos, a
ocorréncia de brotacbes por periodos prolongados pode ser induzida e,
consequentemente, T. citricidus pode ocorrer ao longo de todo o ano (Bassanezi
et al., 2003). A atratividade de plantas bem nutridas para os afideos é
consequéncia, principalmente, da adubacédo nitrogenada, disponibilizando teores
elevados de nitrogénio no floema (Klingauf, 1989). Mesmo assim, segundo
Michaud (1998), o periodo de disponibilidade das brotacdes é reduzido e as
colénias de T. citricidus tém um curto tempo para se desenvolver e produzir
alados antes dos recursos se tornarem inadequados. Quando 0s ramos comegam
0 processo de endurecimento, as ninfas que ainda estdo se alimentando tém seu
desenvolvimento prejudicado ou saem em busca de novas brotacbes. Em geral,
as fémeas aladas se deslocam pouco e as infestacdes tendem a ser endémicas
nos pomares, mantendo-se em baixa densidade até um novo fluxo de brotagdes.

Em funcéo da indugcao da brotagéo em citros, os picos populacionais de T.
citricidus podem ocorrer algumas semanas ap6s chuvas fortes (Schwarz, 1965).
Em Porto Rico, o pulgdo-preto-dos-citros apresenta picos de incidéncia na
primavera e metade do outono, época de fluxo de brotacdes, podendo ainda
haver outro pico no verdo (Michaud & Browning, 1999). Situacao similar ocorre no
Brasil, com dois picos populacionais anuais, sendo um na primavera e 0 outro no
outono (Chagas et al., 1982), embora esses picos possam ocorrer no inverno e no

verao (Primiano, 2005).
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Diferentemente de outras regides, em que os afideos passam por ciclos de
reproducdo sexuada e assexuada, nas regides tropicais e subtropicais sao
unicamente viviparos e se reproduzem por partenogénese telitoca, isto €, fémeas
originando fémeas (Dixon, 1977; Blackman, 1987; Michaud, 1998). A
partenogénese dos afideos € caracterizada pela producéo de prole geneticamente
idéntica a mae, produzindo clones (Blackman, 1979; Blackman, 1987; Carvalho et
al., 1991).

Apesar da importancia de T. citricidus na citricultura, a literatura sobre a
sua biologia € escassa. Existe uma grande amplitude de variacdo nos aspectos
da histdria de vida do pulgdo em decorréncia das diferentes combinacdes entre as
espécies de citros usadas nos experimentos e as condicfes climaticas. Em
condicbes de campo, o tempo de desenvolvimento do pulgdo-preto-dos-citros &
de 8-21 dias, com até 30 geragbes por ano no Zimbabue (Symes, 1924). Em
experimentos realizados em casa de vegetacdo na Argentina, trés coortes do
pulgdo tiveram a duracdo do ciclo ninfa-adulto entre 28 e 48 dias, com
sobrevivéncia de até 80%. A fecundidade diaria foi de seis ninfas e a fecundidade
total variou de 73 a 81 ninfas por fémea (Galatoire, 1983). Outros valores foram
encontrados por Edwards & Khan (2008), que estudaram a biologia do pulgdo em
Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle em condi¢des nao controladas em Tobago,
com duracao do ciclo ninfa-adulto de 21 dias e sobrevivéncia de ninfas de 28%.
Os autores constataram que o periodo de maior producao de prole ocorreu entre
0 segundo e o terceiro dia apos a ninfa ter atingido o estagio adulto, produzindo
uma media diaria de 5,4 ninfas e com fecundidade total de apenas 12 ninfas por
fémea.

Diferentes plantas hospedeiras sédo responsaveis pelas diferencas

encontradas na histéria de vida de T. citricidus, afetando o tempo de
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desenvolvimento, a sobrevivéncia e a fecundidade (Komasaki, 1992; Tsai, 1998).
Tsai (1998) comparou o efeito do desenvolvimento dos pulgbes em oito
hospedeiros [C. aurantifolia, C. aurantium L., C. jambhiri Lush, C. paradisi paradisi
Macf., Citrofortunella microcarpa (Bunge) Wijnands, Murraya paniculata (L.) Jack,
Severinia buxifolia (Poir.) Tenore e Triphasia trifolia (Burm. F.) P. Wilson] a 25 £ 1
°C. A sobrevivéncia das ninfas foi maior em C. aurantium, variando entre as
espécies de 41,6 a 93,5% enquanto o tempo de desenvolvimento ninfa-adulto
variou de 5,9 a 7,2 dias, sendo mais rapido para os pulgdes criados nas plantas
de Citrus. A fecundidade total variou de 17,7 a 58,8 ninfas por fémea e a
longevidade dos adultos variou de 14,6 a 22,8 dias. Komazaki (1982) também
observou variacdes entre os pulgdes criados em C. aurantium e C. unshiu Peel.

A temperatura também € um fator fundamental na histéria de vida de T.
citricidus, assim como para a maioria dos insetos. Em estudo realizado por Tsai &
Wang (1999), a histéria de vida do pulgdo foi avaliada em oito temperaturas (8,
10, 15, 20, 25, 28, 30 e 32 °C) na Flérida. O tempo de desenvolvimento dos
imaturos variou de 63,1 dias na temperatura mais baixa a 5,5 dias a 30 °C, com
sobrevivéncia variando de 81 a 97%, sendo minima (29%) a 32 °C. A longevidade
dos adultos variou entre 60 e 6,5 dias, respectivamente a 10 e 32 °C. A
fecundidade foi maior para as fémeas mantidas a 20 °C, que produziram 52,5
ninfas, enquanto que somente 7,5 ninfas foram geradas a 32 °C. A taxa
reprodutiva liquida encontrada por estes autores foi de 33,13, 44,32 e 41,08 a 15,
20 e 25 °C, respectivamente, semelhantes aquelas encontradas para as fémeas
criadas em C. aurantium no Japao, que foram 44,3, 38,84 e 35,79 a 15,2, 199 e
24,9 °C, respectivamente (Komazaki, 1982). A maior taxa intrinseca de aumento
foi semelhante nestes estudos, sendo a 28 °C no trabalho de Tsai & Wang (1999)

e a 27 °C no trabalho de Komazaki (1982).



2.3 Formigas atendentes de Toxoptera citricidus

Em virtude da liberacdo do honeydew pelos afideos, muitas espécies de
formiga (Hymenoptera: Formicidae) utilizam este composto como recurso
alimentar. Coldnias de T. citricidus, em citros, ja foram observadas sendo
atendidas por algumas espécies de formigas.

Em pomares de citros no Japao, as formigas Pristomyrmex pungens Mayr
e Lasius niger (Linnaeus) foram observadas coletando honeydew do pulgdo-preto-
dos-citros (Shindo, 1972 apud Michaud, 1998; Kato, 1979 apud Kaneko, 2003).
Outras espécies de formigas também atendem colénias do afideo em Porto Rico,
como Brachymyrmex obscurion Ford, Monomorium ebeninum Ford, Paratrechina
longicornis (Latrielle), Pheidole fallax Mayr, Solenopsis invicta Buren, Solenopsis
globularia (F. Smith) e Wasmannia auropunctata (Roger) (Michaud & Browning,
1999). Na Flérida, EUA, as formigas B. obscurion, Camponotus sexguttatus (F.) e
Pseudomyrmex ejectus (F. Smith) foram registradas em colénias de T. citricidus
(Michaud, 1998).

No Brasil os relatos da interacdo formiga-afideo sédo raros, ainda mais se
considerando o pulgdo T. citricidus. Bartoszeck (1976) registrou as formigas
Eucryptocerus placidus (F. Smith) e Camponotus godmani Forel em associagao
com o pulgao-preto-dos-citros. Em um pomar organico de tangerineira cv. Ponca
em Seropédica, RJ, Rodrigues et al. (2006) observaram o atendimento de
colénias do pulgdo pelas formigas Brachymyrmex sp., Camponotus atriceps
(Smith), Camponotus clypeatus Mayr, Camponotus crassus Mayr, Camponotus
rufipes (Fabricius), Crematogaster sp.1l, Ectatomma brunneum Smith, Pheidole
sp. e Solenopsis sp. Dessas, C. rufipes foi a mais frequiente, ocorrendo em cerca
da metade das observacOes. Neste pomar, as coldnias de T. aurantii eram

atendidas pelas mesmas espécies de formigas, exceto por Pheidole sp. e
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Solenopsis sp. Coldnias de T. aurantii ja foram observadas sendo atendidas por
Camponotus punctulatus Mayr na Argentina (Delfino & Buffa, 2008).

Em levantamento realizado por Morais (2006) em pomar organico de C.
deliciosa Tenore var. Montenegrina, no Rio Grande do Sul, as espécies de
formigas com maior frequéncia de ocorréncia foram Camponotus sp.l e
Camponotus grupo crassus. Destas, Camponotus sp.1 ocorreu ao longo de todo o
ano. Amostras de Camponotus sp.1 foram identificadas durante a realizacdo da
presente tese e pertencem a Camponotus (Tanaemyrmex) punctulatus Mayr.

Nativa da regido sul da América do Sul, C. punctulatus nidifica no solo,
embora seja encontrada no extrato arboreo (Kusnezov, 1951). Os ninhos, em
geral, sdo conspicuos, com uma por¢cdo externa de solo de formato coénico
(Kusnezov, 1951; Folgarait et al., 2002). A densidade de ninhos, em areas de
plantio de arroz na Argentina, pode chegar a 1.800 ninhos por hectare,
dependendo do tempo de abandono da area cultivada (Folgarait et al., 2002),
enquanto no Rio Grande do Sul a densidade varia de 116 a 1.274 ninhos por
hectare (Diehl et al., 2005). Em regides naturais da Argentina, a densidade é
menor, chegando a 23 ninhos por hectare (Folgarait et al., 2002). Os ninhos
variam de tamanho ao longo do tempo e, quando maduros, podem atingir cerca
de 1,0 m de altura e 2,0 m de didametro na Argentina (Gorosito, 2007), enquanto
nao passam de 0,6 m de altura e 1,0 m de diametro no Brasil (Diehl et al., 2005).

A espécie é onivora, alimentando-se principalmente de honeydew e de
insetos (Kusnezov, 1951; Gorosito, 2007). E considerada uma espécie pioneira
gue rapidamente invade campos agricolas (Folgarait et al., 2007). Apresenta
colénias maduras monoginicas, embora varias rainhas ja tenham sido

encontradas em ninhos em construgao (Folgarait et al., 2002).
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2.4 Interacao formigas-afideos

Tradicionalmente, as interacdes entre duas espécies apresentam uma
classificacdo estatica, ou seja, se encaixam em uma Unica categoria, como
predacdo, competicdo ou mutualismo (Cushman & Addicott, 1991). Em muitos
textos de ecologia, o mutualismo é definido como uma interacdo entre duas
espécies mutuamente benéficas (Boucher et al., 1982; Krohne, 1998; Begon et
al., 1999). H4 muito a interacdo formigas-hemipteros tem sido usada como
exemplo de uma relacdo mutualista, porém, novos trabalhos tém demonstrado
que essa relacdo, principalmente para os afideos, incorre em custos antes
desconhecidos, podendo oscilar de mutualismo a predacdo ao longo do tempo e
do espaco (Offenberg, 2001).

Além disso, a relacdo entre formigas e seus parceiros sdo geralmente
percebidas como baseadas numa interagcdo unicamente trofica, o que tem sido
chamado de trofobiose de acordo com os trabalhos originais de Wasmann (apud
Holldobler & Wilson, 1990). O termo trofobiose € amplamente usado na literatura
sobre formigas, o que tende a simplificar e mascarar a complexidade da
associacdo entre as formigas e seus diversos parceiros. Em geral, essas
associacbes estdo muito longe de serem simbidticas ou mesmo unicamente
troficas. O mutualismo deveria ser visto como uma forma de exploragdo mutua
resultante de adaptacdes evolutivas e de custos e beneficios para cada um dos
parceiros da interacéo (Stadler & Dixon, 2008).

Os custos e beneficios da interacdo variam de acordo com o0 cenario
ecologico, o que tem levado a utilizacdo da abordagem de interagdes condicionais
(Cushman & Whithman, 1989; 1991). A condicionalidade do mutualismo pode ser
discutida considerando trés aspectos. O primeiro esta ligado a variacdo nos

“problemas” ecolégicos vivenciados pelos parceiros do mutualismo, como no caso
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em que as formigas somente beneficiam o parceiro quando seu predador
apresenta alta abundancia (Cushman & Whithman, 1989). O segundo sao as
variagdes nas possiveis “solu¢cdes” que os parceiros mutualistas podem fornecer
para os problemas, como a capacidade distinta de duas espécies de formigas na
defesa do afideo atendido. Por ultimo, a condicionalidade pode estar ligada a
variacdo na disponibilidade de parceiros mutualistas, como as distancias entre as
colénias dos parceiros (Cushman & Whithman, 1991).

A grande abundancia de formigas, aliada a sua intensa atividade nos mais
diversos habitats resulta em um numero expressivo de associacdes entre
formigas e outros organismos, como os afideos, variando de interacdes
facultativas até obrigatorias (Holldobler & Wilson 1990; Rico-Gray & Oliveira,
2007). A associacdo entre formigas e afideos data do inicio do Oligoceno
(Wheeler, 1910; Holldobler & Wilson, 1990). Os afideos se alimentam do floema,
que é geralmente rico em agucares e pobre em nitrogénio. Como consequéncia,
os afideos tém que ingerir um grande volume de seiva, que é majoritariamente
excretada na forma de honeydew (Stadler et al., 1998; Dixon, 2004). O honeydew
€ uma mistura de agua, carboidratos, aminoacidos e proteinas (Auclair, 1963;
Way, 1963; Buckley, 1987; Valkl et al., 1999), uma fonte de alimento importante
para diversas espécies de formigas (Hélldobler & Wilson, 1990; Rico-Gray, 1993).
Muitas espécies de formigas atendem as colbnias dos afideos para obtencéo do
honeydew e, em troca, realizam servi¢os, formando uma interagdo permeada por
custos e beneficios (Stadler et al., 2001).

Existem somente dois trabalhos que relatam o efeito do atendimento das
formigas sobre a vida de T. citricidus. Em um pomar de citros no Japao, Shindo
(1972 apud Michaud, 1998) observou que a formiga Pristomyrmex pungens Mayr

atendia as colénias do pulgao-preto-dos-citros, interferindo no comportamento de
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seus predadores. Também no Japao, o pulgao-preto-dos-citros forma densas
colénias em brotacbes de citros quando estes sdo ativamente atendidos pelas
formigas Lasius niger (L.) e P. pungens (Kato, 1979 apud Kaneko, 2003).

Stadler & Dixon (1998) estudaram o efeito do atendimento pela formiga L.
niger na biologia de Aphis fabae cirsiiacanthoides Scopoli em Cirsium arvense (L.)
Scopoli (Asteraceae) ao longo de quatro geracbes e avaliaram o tempo de
desenvolvimento (ninfa a adulto), peso seco do corpo e das gbnadas, numero de
ovariolos, numero de embribes imaturos e maduros, tamanho do embrido mais
desenvolvido e a taxa média de crescimento relativo (MRGR). Os autores relatam
que de forma geral, o atendimento pelas formigas aos afideos teve um efeito
negativo. O tempo de desenvolvimento foi maior e a producédo de prole per capita
foi menor. Embora a mudanca do estado fenolégico da planta tenha reduzido a
MRGR, as colénias do afideo atendidas pelas formigas tiveram uma reducéo
significativa ainda maior dessa varidvel. Exceto pelo nUmero de ovariolos, todos
0s demais parametros avaliados foram afetados de forma negativa como
resultado do atendimento pelas formigas. J& em campo a situacao foi diferente. O
atendimento pelas formigas ndo afetou o desenvolvimento das colénias de A.
fabae cirsiiacanthoides, porém afetou positivamente o tamanho das colénias de
outro afideo, o Symydobius oblongus (von Heyden) em Betula pendula Roth.
(Betulaceae), principalmente decorrente da protecédo pelas formigas aos inimigos
naturais dessa espécie de afideo (Stadler & Dixon, 1999).

Um importante estudo de Stadler et al. (2002) exemplifica bem os custos e
beneficios para o fitness do afideo em resposta a qualidade da planta hospedeira
e ao atendimento pelas formigas. Os autores estudaram espécies de afideos com
diferentes graus de associacdo com a formiga L. niger mantidos em Tanacetum

vulgare L. (Compositae) plantadas em solo de alta qualidade (AQ) e de baixa



14
qualidade (BQ). Metopeurum fuscoviride Stroyan é um mirmecdéfilo obrigatdrio,
Brachycaudus cardui (L.) e Aphis fabae Scopoli sdo mirmecodfilos facultativos,
enquanto Macrosiphoniella tanacetaria Kaltenbach ndo € mirmecofilo. Todas as
espécies de afideo tiveram um melhor desempenho nas plantas com alta
qualidade. Porém, o aumento relativo na taxa intrinseca de crescimento (ry), de
BQ a AQ, foi maior para as espécies ndo mirmecofilas e mirmecdfilas facultativas
do que para a mirmecdfila obrigatéria, M. fuscoviride. Por outro lado, 0 aumento
do fitness em funcdo do atendimento foi 23,5% para M. fuscoviride, 5,4% para B.
cardui e nulo para A. fabae. As espécies facultativas sofreram um custo maior
guando atendidas em plantas BQ do que o mirmecdfilo obrigatério. Isto sugere
gue os afideos estdo adaptados para procurar por sitios de alta qualidade e séo
mais prejudicados quando confinados em col6nias atendidas por formigas.

O efeito de fontes alternativas de alimento (proteina e carboidrato) e o
consequente efeito do atendimento pela formiga L. niger na biologia de A. fabae
em Vicia faba L. (Leguminosae) foi avaliado por Offenberg (2001). Foram
oferecidas as formigas, em diversas combinacdes, fontes alternativas de acucar e
proteina. As formigas aceitaram a solucdo de mel como substituta ao honeydew.
Isso levou a reducgéo da taxa de atendimento e uma mudanca na interacao, pois
as formigas passaram a predar os pulgdes, independentemente da
disponibilidade de uma fonte de proteina adicional. Essa indu¢cdo de mudanca de
uma associacdo mutualista a antagonista, segundo o0s autores, poderia ser
aplicada como método de controle em situacdes onde a presenca da associacao
formiga-hemiptero acarreta um alto custo para a planta hospedeira.

Yao et al. (2000) avaliaram a campo, o efeito do atendimento pela formiga
Formica yessensis Wheeler na biologia do afideo Tuberculatus quercicola

(Matsumura) em Quercus dentata Thunberg (Fagaceae). No sistema onde os
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afideos foram criados sem predadores, as formigas os afetaram negativamente.
Os afideos tiveram a largura do corpo, o comprimento do fémur do ultimo par de
pernas e o numero de embrifes reduzido como resultado do atendimento pelas
formigas. A situacao foi diferente no sistema onde os afideos estavam expostos a
predacdo. Neste sistema, os pulgdes atendidos tiveram aumento da sobrevivéncia
e da longevidade em funcdo da protecdo aos inimigos naturais promovida pelas
formigas.

Outros trabalhos avaliaram o efeito do atendimento das formigas sobre os
hemipteros parasitados. Em algumas situacdes, as formigas removem os afideos
gue estdo parasitados, reduzindo o parasitismo (Frazer & van den Bosch, 1973;
Vinson & Scarborough, 1991; Stechmann et al., 1996). Em outros casos as
formigas nao interferem sobre o0s individuos parasitados, promovendo,
indiretamente, protecdo ao parasitoide primario de predadores e de
hiperparasitoides (Volkl, 1992; Cudjoe et al.,, 1993; MacKauer & Volkl, 1993;
Novak, 1994; Kaneko, 2003). Estas observacbes sugerem que diferentes
espécies de formigas associadas a um mesmo hemiptero tém efeitos diversos

(Kaneko, 2003).

2.5 Interacao formigas-afideos-joaninhas

O controle biolégico dos afideos € realizado por um complexo de espécies
de sirfideos e coccinelideos, enquanto os parasitoides tém uma importancia
reduzida (Michaud, 1999; Michaud & Browning, 1999). A contribuicéo destes dois
principais grupos de inimigos varia sazonalmente, embora dados comparados de
campo indiquem que as joaninhas sao mais eficientes na eliminacdo das col6nias
de T. citricidus (Michaud, 1999). Além disso, em comparagdo a outras especies

de joaninhas, Cycloneda sanguinea é considerada como a melhor op¢édo pelo
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curto tempo de desenvolvimento e pelas caracteristicas reprodutivas (Michaud,
2000) e por se desenvolver bem mesmo sob baixas temperaturas (Cardoso &
Lazzari, 2003), sendo, portanto, uma candidata ideal para controlar as populacées
de T. citricidus no sul do Brasil.

Considerando os casos onde ha a associa¢ao formiga-pulgédo, € comum as
formigas protegerem os hemipteros atendidos do ataque de inimigos naturais,
protecdo que se torna mais intensa quanto mais proximos as colénias atendidas
estes estiverem (ownership behaviour em Way, 1963). As formigas respondem de
forma agressiva a presenca de larvas e adultos de coccinelideos, perseguindo-os,
removendo-0s ou até mesmo matando-os (Bradley, 1973; McLain, 1980; Vinson &
Scarborough, 1989; Bach, 1991; Jiggins et al., 1993; Itioka & Inoue, 1996;
Sloggett, 1998; Sloggett & Majerus, 2003) e, como resultado, acredita-se que
esses predadores evitem coldnias atendidas pelas formigas (Sloggett & Majerus,
2000). Este fato tem levado a recomendacao de que as formigas sejam removidas
do sistema quando se objetiva o controle das populacdes de hemipteros
atendidos (Hanks & Sadof, 1990; Reimer et al., 1993; Vanek & Potter, 2010).
Recomendagbes como esta ndo levam em conta todas as interagdes diretas e
indiretas que derivam do mutualismo formiga-hemiptero.

Como apontam Sloggett & Majerus (2000), o resultado da interacao
formiga-afideo sobre os coccinelideos néo é tdo simples assim. Fatores inerentes
ao mutualismo como as espécies envolvidas, a distancia entre as colénias dos
hemipteros atendidos e das formigas, as caracteristicas da planta hospedeira e
atée mesmo as condi¢cbes climaticas podem ter efeito sobre o atendimento e,
consequentemente, sobre a distribuicdo dos inimigos naturais dos hemipteros em

relacdo as formigas (Way, 1963; Addicott, 1979; Buckley, 1987; Bristow, 1991).
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Ha de se considerar aspectos inerentes ao proprio inimigo natural dos
hemipteros, cuja caracterizacdo permanece limitada (Sloggett & Majerus, 2000).

A coexisténcia de predadores de hemipteros e de formigas pode ser
classificada em dois tipos dependendo da durabilidade da relacdo (Sloggett &
Majerus, 2000). Algumas espécies de predadores coexistem facultativamente com
as formigas: nestes casos a coexisténcia € mediada pela disponibilidade das
presas. Pela maior parte do tempo, predadores e parasitoides evitam 0s sitios
com hemipteros atendidos, preferindo as colénias ndo atendidas que representam
um recurso menos arriscado para se obter. Sob certas condicfes, entretanto, se
alimentar de hemipteros atendidos pode ser favorecido, quando as colbnias nao
atendidas estdo escassas, o valor relativo das col6nias atendidas se torna maior.
Esta situacdo é esperada ja que as colbnias de hemipteros atendidos tendem a
persistir por mais tempo (Bristow, 1984; Mahdi & Whittaker, 1993), como ocorre
com afideos no final do verdo em regides de clima temperado (Mahdi & Whittaker,
1993).

O segundo tipo de coexisténcia é de um tipo com maior duragéo, que forma
uma relacao obrigatéria ou quase obrigatéria (Sloggett & Majerus, 2000). Algumas
espécies de predadores e parasitoides de hemipteros sdo mirmecofilas, sempre
ocorrendo com uma ou mais espécies de formiga durante parte ou por toda sua
vida (Pontin, 1959; Volkl, 1997; Sloggett, 1998). Nesses casos, as formigas séo
parte essencial do habitat do inimigo natural e as presas geralmente ocorrem nas
proximidades das formigas (Sloggett & Majerus, 2000). Em alguns casos, foi
sugerido ou até demonstrado que os predadores mirmecdfilos séo beneficiados,
pela reducdo da presséao intra-guilda quanto na aquisicdo de um espaco livre de
inimigos naturais destes predadores (Majerus, 1989; Vaolkl, 1992, 1995). Dessa

forma, a associacdo mutualista entre hemipteros e formigas coletoras de
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honeydew beneficia os inimigos naturais destes hemipteros cuja sobrevivéncia e
persisténcia populacional pode ser a chave para o controle natural das
populacdes de hemipteros no nivel da paisagem (Liere & Perfecto, 2008).

Independentemente do grau de coexisténcia entre coccinelideos e
formigas-hemipteros, a tolerancia das joaninhas as formigas deriva, em parte, da
sua capacidade de defesa (Majerus et al., 2007). Os coccinelideos utilizam varios
mecanismos para lidar com a agressividade das formigas (Pasteels et al., 1973,;
Richards, 1980, 1985; Majerus, 1994). Esses mecanismos de defesa podem ser
comportamentais, fisicos ou quimicos, alguns ocorrendo em apenas em estagios
de vida especificos, enquanto outros ocorrem tanto no estagio imaturo quanto no
adulto (Pontin, 1959; Eisner et al., 1978; Volkl, 1995; Sloggett et al., 1998;
Lohman et al., 2006; Majerus et al., 2007).

A maioria das joaninhas apresenta comportamento de defesa em resposta
ao ataque pelas formigas. Ndo se sabe se estes comportamentos de defesa
evoluiram especificamente como resposta a agressao pelas formigas ou sédo parte
da defesa geral contra predadores e parasitoides, embora sejam mais
desenvolvidos nos coccinelideos que frequentemente encontram formigas
(Sloggett, 1998). Em geral, as larvas fogem ou mesmo se jogam da planta,
enquanto os adultos, aléem de poderem reagir como as larvas, voam (Banks,
1962; Bradley, 1973; Itioka & Inoue, 1996). Como resposta alternativa ao voo, 0s
adultos tém o comportamento de clamp down, retraindo as pernas sob o corpo,
aproximando a cabeca ao torax e se segurando firmemente ao substrato (Bradley,
1973; Jiggins et al., 1993; Majerus, 1994). Este comportamento fornece melhor
protecdo nos Chilocorinae, que apresentam a regido ventral bem plana, ao

contrario dos Coccinellinae, que nédo ficam tdo protegidos e, talvez por isso,
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adotem também uma movimentacéao lateral, aproximando o corpo ao substrato no
lado onde a formiga esté atacando (Jiggins et al., 1993; Sloggett, 1998).

O comportamento de defesa também esta presente nas pré-pupas e nas
pupas de muitos coccinelideos, que, em resposta ao estimulo tactil, elevam
repetidamente a porgéo terminal do corpo, comportamento conhecido como pupal
flicking (Majerus, 1994). Quando este movimento € realizado, as juntas dos
segmentos abdominais funcionam como uma armadilha de contato, podendo
prender e danificam antenas e outras pecas das formigas ao tocar a pupa,
embora 0 movimento per se provoque deterréncia nas formigas (Eisner & Eisner,
1992). Do ponto de vista evolutivo, ha indicios de que a sua funcdo primordial
esteja relacionada a protecdo contra o parasitismo (Disney et al., 1994).

A defesa fisica de ovos e imaturos das joaninhas € pouco eficiente contra o
ataque de formigas. O cérion dos ovos € relativamente fino, assim como o
exoesqueleto das larvas, ambos facilmente perfurdveis pelas formigas.
Entretanto, muitas larvas de coccinelideos apresentam o corpo coberto por
espinhos (Richards, 1980), o que promove certa protecdo contra as formigas
(Sloggett, 1998). A presenca de filamentos cerosos na superficie ventral e dorsal
das larvas de algumas espécies de joaninhas fornece protecao contra as formigas
(Pope, 1979; Volkl & Vohland, 1996; Liere & Perfecto, 2008. A mortalidade das
larvas normais (com filamentos) de Scymnus nigrinus e S. interruptus € maior do
que das larvas cuja protecdo foi intencionalmente removida quando atacadas
pelas formigas Formica polyctena e Lasius niger, respectivamente, embora néo
impeca o ataque (Volkl & Vohland, 1996). Entretanto, este mecanismo de
protecdo é efetivo para algumas espécies de formiga e ndo para outras (Bach,

1991; Reimer et al., 1993; Liere & Perfecto, 2008)
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O exoesqueleto das pupas dos coccinelideos é relativamente duro e
fornece certo grau de protecdo ao ataque das formigas (Majerus et al., 2007).
Além disso, exceto por Coccinellinae, Sticholotinae e algumas espécies de outras
subfamilias, as pupas apresentam uma camada adicional que deriva da pele do
altimo estagio larval e pode apresentar-se espinhosa ou cerosa (Richards, 1980).

A defesa fisica dos adultos, o élitro, € eficiente contra o ataque das
formigas e, juntamente com o comportamento de recolher os apéndices e se
segurar ao subtrato (Majerus et al., 2007), torna-os quase imunes as mordidas
proferidas pelas formigas. Algumas espécies ainda apresentam pelos cobrindo os
élitros, o que poderia aumentar a protecao (Majerus et al., 2007).

Como defesa quimica, as joaninhas sangram (reflex bleed), extravasando
um fluido das ligac@es tibio-femorais em adultos e da superficie dorsal em larvas
e pupas, com propriedades desagradaveis as formigas (Happ & Eisner, 1961;
Pasteels et al., 1973, Attygalle et al., 1993; Sloggett, 1998; Majerus et al., 2007).
Em muitas espécies de joaninhas, os compostos quimicos de defesa sao
sintetizados pelos préprios individuos (Tursch et al., 1976; Jones & Blum, 1983),
enquanto, em outras, derivam de compostos diretamente obtidos das presas
(Witte et al., 1990). A frequéncia de sangramento parece estar ligada a falta de
opcOes de escape das joaninhas adultas, como voo, sendo utilizado somente
como ultima opcédo (Majerus, 1994), embora seja frequente em outros casos
(Banks, 1962; Bhatkar, 1982). Os ovos de algumas espécies também apresentam
componentes quimicos de defesa (Godeau, 1997; Sloggett, 1998), embora isso

nao forneca protecao total contra o ataque das formigas (Sloggett, 1998).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao e manutencédo dos organismos

3.1.1 Citrus sinensis (Sapindales: Rutaceae)

Em setembro de 2008, mudas de Citrus sinensis (L.) Osbeck var. Valéncia
enxertadas sobre Poncirus trifoliata (L.) Raf. foram obtidas do viveiro certificado
Turucitros, localizado em Pelotas, RS. As mudas, produzidas em haste Unica,
tinham cerca de 50 cm de altura e haviam sido plantadas em sacolas de
polietileno (4,5 L) com substrato proprio (turfa da floresta de Santa Catarina
acrescida de 20% de casca de Pinus spp.). Cerca de um més apdés o
recebimento, as mudas foram transferidas para tubetes plasticos de 3,9 L
(Citropotes JKS®) (Figura 1). As mudas foram mantidas em casa de vegetacao,
sendo irrigadas diariamente e recebendo mensalmente, 200 mL (5 g/L) de adubo
NPK (15:30:15) por fertirrigagéo. Antes dos experimentos, as mudas receberam
uma dose de adubo e tiveram suas folhas lavadas manualmente. A base do caule
das mudas foi circundado com plastico parafilime (2 cm de largura) sobre o qual
foi aplicada pasta adesiva (Formifu®), impedindo a passagem indesejada das

formigas.
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3.1.2 Poncirus trifoliata (Sapindales: Rutaceae)
As mudas de Poncirus trifoliata (L.) Raf. foram obtidas do viveiro Granja
Sao Sebastido, localizado em S&o Sebastido do Cai, RS. As mudas, em haste
Gnica, tinham cerca de 20 cm de altura e haviam sido plantas em tubetes (13 cm
de comprimento) com substrato préprio. Essas mudas eram descendentes de
uma Unica matriz. Até sua utilizacdo, foram mantidas em casa de vegetacéo
dentro de baldes plasticos contendo agua, adubadas semanalmente (5 g/L de
adubo NPK 15:30:15). Quando da sua utilizacdo, foram transferidas para potes

plasticos individuais contendo agua e um suporte para o tubete (Figura 1).

3.1.3 Toxoptera citricidus (Hemiptera: Aphididae)

No inicio de fevereiro/2009, quatro adultos de T. citricidus foram coletados
de uma unica folha de um limoeiro, no Campus da Faculdade de Agronomia
(30°4°26”S 51°8’7"W), Porto Alegre, RS e transferidos para duas mudas de citros,
mantidas em casa de vegetacdo (Figura 1). A medida que as colonias de pulgdes
iam crescendo e as brotacdes amadurecendo, os afideos eram transferidos, com
pincel n° 0, para outras plantas em brotacdo, mantendo-se sempre duas colonias,
uma atendida pela formiga C. punctulatus e outra ndo por no minimo seis
geracdes antes de seu uso nos experimentos.

A identificacdo de Toxoptera citricidus (Kirkaldy) foi realizada pelo Prof.

Carlos Roberto Sousa e Silva, da Universidade Federal de Sao Carlos, SP.

3.1.4 Camponotus punctulatus (Hymenoptera: Formicidae)
As formigas (Figura 1) utilizadas nos experimentos eram provenientes de
cinco colénias. A colbnia 1, foi obtida num pomar de citros (29°39°28"S

51°27'32"W) em Montenegro, RS em novembro/2008. As colbnias 2 e 3, eram



23
provenientes de um mesmo ninho coletado no Campus da Faculdade de
Agronomia da UFRGS, em agosto/2009. Outras duas colbnias, aqui chamadas,
respectivamente, da coldnia pequena e da coldnia grande, eram oriundas de um
anico ninho coletado, no mesmo Campus, em junho/2010.

Em campo, os ninhos foram escavados, acondicionados em baldes
plasticos de 20 L e transferidos para o laboratério. Manualmente, as formigas
foram separadas do solo e transferidas para um recipiente retangular plastico (3
L), com as bordas recobertas por politetrafluoretieno (Fluon®). Durante a
realizacdo dos experimentos, as colonias eram formadas por operarias e
soldados, na proporcédo de 3:1, perfazendo um total de 150, 500, 850, 1.000 e
2.000 individuos para as colbnias 1, 2, 3, pequena e grande, respectivamente.
Machos alados foram produzidos pelas operarias ao longo da realizacdo dos
experimentos. As colbnias experimentais ndo apresentavam rainha, pois as
mesmas nao foram encontradas durante a escavacéo dos ninhos, entretanto esta
pratica pode ser utilizada conforme Schumacher & Platner (2008).

Os ninhos experimentais continham solo no fundo e tubos de ensaio (15
cm de comprimento e 1,5 cm de diametro) envoltos em papel celofane vermelho.
Cada tubo estava preenchido por agua (1/4 do tubo) represada por uma camada
de algoddo. Semanalmente, todas as colbnias recebiam, para cada 150
individuos, 5 mL de solucédo carbo-protéica (Straka & Feldhaar 2007) e/ou 15
larvas de insetos recém-mortos [larvas de Tenebrio molitor L. (Coleoptera:
Tenebrionidae), ou Grapholita molesta (Busck) (Lepidoptera: Tortricidae) ou
Anastrepha fraterculus (Wied.) (Diptera: Tephritidae)] provenientes de criagcbes
mantidas no laboratério de Biologia, Ecologia e Controle Biolégico de Insetos
(Bioecolab), da Faculdade de Agronomia da UFRGS e agua ad libitum. As

colonias foram mantidas em condi¢cdes ndo controladas (fotofase média de 6
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horas) até uma semana antes de serem usadas nos experimentos, quando
passavam a receber, somente 4gua ad libitum. Durante a realizacdo dos
experimentos, as formigas acessavam uma plataforma circular (15 cm de
diametro) sobre um tripé. Desta plataforma partiam palitos de madeira que
permitiam as formigas acessarem as plantas contendo os pulgdes. A disposicéo
das plantas e o comprimento das pontes foram elaborados de forma a equalizar a
distancia entre o ninho de formigas e a planta.

A espécie Camponotus (Tanaemyrmex) punctulatus Mayr, foi identificada
pelo Dr. Rodrigo M. Feitosa e amostras foram depositadas no Museu de Zoologia

da USP, SP.

3.1.5 Cycloneda sanguinea (Coleoptera: Coccinellidae)

Adultos de C. sanguinea foram coletados em um pomar de citros na
Estacédo Experimental Agrondmica da UFRGS (30°5'31"S 51°40'19"W), localizada
no municipio de Eldorado do Sul, RS, no periodo de outubro a dezembro/2010.
Em sala climatizada (fotofase de 16 horas; 25 + 1°C; 60 + 5% UR) parte dos
adultos foram individualizados e acondicionados em frascos plasticos
transparentes (200 cm®) e alimentados com pulgdes (T. citricidus), solugao de mel
e polen e agua ad libitum. Os demais foram mantidos nas mesmas condi¢cfes e
pareados para obtencdo de ovos. Foram utilizados no bioensaio adultos que
permaneceram sem alimento por 48 horas e larvas de 1° instar com até 24 horas
de idade (Figura 1).

A joaninha, Cycloneda sanguinea (Linnaeus, 1763), foi identificada pelos
Doutores Lucia Massutti de Almeida e Geovan H. Corréa, da Universidade
Federal do Parana, PR e o material foi incorporado a Colecdo de Entomologia Pe.

J.S. Moure da UFPR.
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FIGURA 1. Exemplares dos organismos utilizados no estudo da interacao
formiga-pulgdo-joaninha: operarias de Camponotus punctulatus (a),
larva (b) e adulto (c) de Cycloneda sanguinea, colénia de Toxoptera
citricidus (d) e mudas de Citrus sinensis (e) e de Poncirus trifoliata
(f). Barra representa 1 cm.

3.2 Interagao formiga-pulgdo em mudas de citros

Os bioensaios foram conduzidos com plantas de Citrus sinensis (L.)
Osbeck var. Valéncia enxertadas sobre Poncirus trifoliata (L.) Raf., distribuidas
em estantes com iluminacdo provida por duas lampadas fluorescentes de
crescimento (30 W Grolux, Sylvania®) e duas lampadas fluorescentes (30 W Luz
do dia, GE®) dispostas cerca de 30 cm acima da porcédo terminal das plantas. Os

experimentos foram avaliados em sala climatizada (fotofase de 16 horas; 25 + 1
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°C; 60 £ 5% UR) no Laboratorio de Biologia Ecologia e Controle Biolégico de
Insetos da Faculdade de Agronomia da UFRGS, em Porto Alegre.

A partir de duas colbnias estoque (atendida e ndo atendida por formigas),
pulgbes adultos, parindo por até 96 horas, foram transferidos para as brotacfes
de C. sinensis e mantidos por até 24 horas para gerarem a prole necessaria
(ninfas iniciais), quando os adultos foram removidos. A partir deste periodo, parte
das plantas teve seu acesso liberado as formigas, enquanto as demais plantas
ficaram inacessiveis as mesmas. Diariamente, 6 horas apos o inicio da fotofase,
as ninfas eram avaliadas quanto a sobrevivéncia, até atingirem o estagio adulto,
gquando entdo somente um pulgdo adulto foi mantido por planta, enquanto os
demais foram removidos. A partir desse ponto, diariamente até a sua morte, a
prole diaria foi quantificada e, em seguida, removida. Cerca de cinco minutos
antes de avaliar a sobrevivéncia e a fecundidade dos pulgdes, era registrado o
namero de formigas atendentes. Considerou-se como formigas atendentes
aguelas que estavam tocando os pulgbes com as antenas e/ou recebendo
honeydew. O esquema do procedimento experimental esta apresentado na Figura
2. Seguindo este protocolo foram conduzidos trés experimentos de

setembro/2009 a abril/2010, durante cerca de 30 dias cada um.

3.2.1 Experimento A (Ea)

Neste experimento foram utilizadas as formigas da colonia 1 e brotos de 14
plantas distintas, sendo sete atendidas por formigas e sete ndo. O numero de
ninfas iniciais mantido por planta no inicio do experimento foi de duas

ninfas/planta.
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3.2.2 Experimento B (Eg)

Neste experimento foram utilizadas as formigas da colbnia 2. Foram
utilizadas 13 plantas, com dois brotos cada uma, sendo que a base de cada broto
foi recoberta por pasta adesiva (Formifu). O acesso as formigas foi permitido a um
dos brotos de cada planta, colocando sobre a resina uma camada de parafilme. O
namero de ninfas iniciais atendidas variou de sete a 17 e o de ninfas nao

atendidas, de seis a 15.

3.2.3 Experimento C (Ec)

Neste experimento foram utilizadas as formigas da colénia 3. Assim como
no anterior, cada planta (n = 13) foi usada ao mesmo tempo para 0s dois
tratamentos, cada um em um broto distinto da planta. Foram mantidas dez ninfas

iniciais por brotacéo.
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FIGURA 2. Esquema do procedimento adotado nos experimentos Ea, Eg € Ec: 1, muda de Citrus sinensis; 2, Camponotus
punctulatus; 3, adulto de Toxoptera citricidus; 4, ninfas iniciais de T. citricidus.
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3.2.4 Parametros avaliados

Em relacdo aos pulgdes foi avaliada a fecundidade total, a fecundidade média
(fecundidade total dividida pela longevidade), a fecundidade diaria, a duracdo do
periodo reprodutivo (compreendido entre o inicio do estagio adulto e o ultimo dia em
que as fémeas produziram ninfas), do pés-reprodutivo, a longevidade, a duracéo do
ciclo total (ninfa-adulto) e a sobrevivéncia na fase ninfal (fracdo de ninfas iniciais que
atingiram o estagio adulto). O numero relativo diario de formigas atendentes refere-
se ao numero de individuos realizando o atendimento dos pulgdes dividido pelo
namero de pulgdes, em cada planta para cada dia, o que fornece uma medida da
intensidade de atendimento (Yoo & Holway, 2011), tendo sido calculado para o
periodo de ninfa e para o periodo de adulto.

Com base nos dados de fecundidade idade-especifica (my, nimero de prole
produzida) e da probabilidade de sobrevivéncia idade-especifica (ly), foi calculada a
taxa liquida de reproducéo (ro), a taxa intrinseca de crescimento populacional (ry), 0
intervalo médio entre geracdes (img), o tempo de duplicacéo (td) e a taxa finita de
aumento populacional (A) e gerada as tabelas de vida de fertilidade (TBVF) segundo
Maia et al. (2000). Como a TBVF resulta em apenas um valor calculado para cada
parametro, foram gerados pseudo-valores para cada fémea de cada repeticao
dentro de cada experimento utilizando um método iterativo baseado na corre¢céo dos
parametros da tabela de vida de fertilidade estimados pela técnica Jackknife (Meyer
et al., 1986) através do codigo computacional Lifetables (Maia et al., 2000) rodado

em SAS v.9.2

3.2.5 Simulacédo do crescimento populacional de Toxoptera citricidus
Com base nas diferencas encontradas para a fecundidade do primeiro dia, foi

gerada uma simulacdo computacional (Scilab v.5.2.2) para avaliar o impacto que
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esta variacao teria no crescimento populacional. Os dados de fecundidade diaria de
uma unica fémea, escolhida de forma aleatéria entre todas as fémeas atendidas e
ndo atendidas, foi utilizado para gerar a simulacdo. Esta fémea teve uma
fecundidade total de 99 individuos, valor mantido na simulacdo. A simulacéo foi
realizada considerando trés casos, que diferiam apenas no nimero de ninfas paridos
no primeiro dia: 20, 15 e 10. Para os demais dias, 0s trés casos apresentaram
exatamente a mesma fecundidade. Foi também considerado um quarto caso, com
fecundidade diaria sempre igual (5,8 ninfas/dia). O modelo construido € do tipo
deterministico e os descendentes apresentam exatamente o mesmo tempo de
desenvolvimento, de comportamento reprodutivo e de longevidade que o0s
progenitores. A simulagéo foi rodada para 25 dias.

Com base na média dos trés experimentos para a taxa intrinseca de
crescimento (r,) dos pulgbes atendidos e nado atendidos pelas formigas, o
crescimento populacional foi estimado através da solucdo analitica da equacéo de
crescimento exponencial. A populacdo, no momento t, correspondia a um pulgéo
supostamente atendido pelas formigas e a um pulgéo ndo atendido. A estimativa foi

rodada para 25 dias. Para tal, foi utilizada a equacao de crescimento exponencial:

NI' = Nﬂermt

onde, N; &€ o tamanho da populagdo no tempo t; Np € o tamanho inicial da

populacao, e ry € a taxa intrinseca de crescimento.

3.3 Interacao formiga-joaninha-pulgdo em mudas de citros
Esta interacdo foi observada em mudas de Poncirus trifoliata, escolhida pela
facilidade de manuseio e de obtencéo das brotagdes. As plantas continham apenas

trés ramos de brotacdo na regido superior, sem ramos laterais e foram distribuidas
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equidistantes em relacdo a uma fonte luminosa (200 W, 3.130 Im Luz do dia, G-
light®) em sala climatizada (25 + 1 °C; 60 £ 5% UR) (Figura 3). A posicao dos ninhos
de formigas e das plantas foi trocada para cada data de avaliacdo. As joaninhas
adultas foram observadas de novembro/2010 a janeiro/2011 e as larvas de janeiro a
fevereiro/2011. As observacGes foram realizadas dentro do periodo compreendido
entre 3 horas apos o inicio da fotofase e 2 horas antes do inicio da escotofase.
Foram avaliadas as interacdes de fémeas, machos e larvas de 1° instar de C.
sanguinea com formigas da col6nia pequena (1.000 operérias) e da colénia grande
(2.000 operarias) e sem formigas. A escolha das plantas a receber as joaninhas foi

feita de forma aleatdria, assim como a ordem de utilizacdo (Figura 3).

FIGURA 3. Croqui da disposicdo das colonias de Camponotus punctulatus (1-
colénia pequena; 2 — colbnia grande; 3 - sem formiga) e das mudas de
Poncirus trifoliata (4) em relacéo a fonte luminosa (5).

A partir da colénia estoque de pulgdes, 10 ninfas recém-paridas foram
mantidas em cada uma das plantas e logo em seguida o acesso as formigas foi
liberado. Ap6s 24 horas de contato inicial entre formigas e pulgdes, foram
introduzidas as joaninhas. Larvas e adultos foram liberados através de um tubo
plastico (20 cm de comprimento e 1,5 cm de didmetro) na por¢cdo mais alta da
planta.

O comportamento dos organismos foi registrado digitalmente por até 20
minutos contados a partir do primeiro contato entre joaninhas e formigas. Apds esse

periodo, as larvas que permaneceram na planta foram ali mantidas por até uma hora
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e, a cada 10 minutos, foi registrado o comportamento das larvas e das formigas.
Entre as repeticbes, foi mantido um intervalo de 20 minutos. A interacdo com
formigas foi avaliada para oito fémeas, oito machos e 20 larvas para cada uma das
colénias de formigas (pequena e grande). Para os casos sem formiga, foram
avaliados oito fémeas, nove machos e 20 larvas. As joaninhas, as plantas e os
pulgbes foram utilizados uma Unica vez. Antes da entrada das joaninhas nas plantas
com formiga, o niumero de formigas atendentes foi contabilizado.

A partir de observacbes preliminares, foram elencadas categorias
comportamentais das joaninhas e formigas. As categorias foram medidas pelo
tempo de duracao (segundos) e/ou pelo numero de ocorréncias (frequéncia). Para
as formigas, foram consideradas 11 categorias (Tabela 1) e para as joaninhas, oito

(Tabela 2).

TABELA 1. Categorias comportamentais de Camponotus punctulatus em resposta
a presenca de Cycloneda sanguinea em colbnia de Toxoptera citricidus
sobre mudas de Poncirus trifoliata.

Categoria Unidade de Descrigao
medida’

Abertura de f formiga abre suas mandibulas em posicédo

mandibulas caracteristica;

Agarrar D f, t formiga se desloca com a larva agarrada pelas
mandibulas;

Agarrar P f, t formiga agarra a larva com as mandibulas ou tenta
fazé-lo com o adulto e ndo se desloca.

Antenacgdo ampla f,t manutengcdo das antenas abertas, geralmente néo
tocando a joaninha,

Antenacdo intensa f,t movimentacdo acelerada das antenas com toques
sucessivos sobre a joaninha;

Atendimento f, t formiga se volta aos pulgdes e antena e/ou recolhe o
honeydew dos mesmos;

Flexao f flexdo dorsal do géaster, em direcdo a joaninha;

Limpeza f, t formiga limpa o corpo, esfregando-se sobre a planta
ou passando pernas e antenas entre as mandibulas;

Mordida f mordidas ou tentativa de mordidas;

Persegue f, t formiga persegue o adulto;

Tamborila f, t batimento do gaster sobre o substrato.

'f, frequéncia de ocorréncia; t, tempo de duracdo em segundos;
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Com base nos cinco comportamentos mais frequentes (f) (Tabela 1), foram
calculados os escores de agressdo das formigas. O escore de agressao EAo, é 0
mesmo utilizado por Finlayson et al. (2009) e o outro, EA; é uma modificacdo deste,
conforme segue:

EAg = (-1fevita +1fantena + 2fam + 3fpersegue + 4fagarravorde + Sfriexzo)

EA1 = (Lframborila + 2fantena + 3fam + 4fpersegue + Sfagarraimorde + 6friexao)

Para as formigas foi também avaliado o tempo e o nimero de encontros com
as joaninhas, sendo que a chegada de outras formigas junto a mesma, durante um

encontro, ndo foi considerada como novo encontro.

TABELA 2. Categorias comportamentais de adultos e/ou larvas de Cycloneda
sanguinea em resposta a presenca da formiga Camponotus
punctulatus em col6nia de Toxoptera citricidus sobre mudas de
Poncirus trifoliata.

Categoria Unidade de Descricéo
medida’

EFA f alteracdo do comportamento anterior quando encontra com
a formiga;

EFM f manutencdo do comportamento anterior quando encontra
com a formiga;

Fuga f,t deslocamento apds contato com formiga;

Lateraliza f, t inclinar/lateralizar o corpo em dire¢do a formiga que realiza

0 ataque, a0 mesmo tempo que se mantém parada,
geralmente com pernas e antenas recolhidas;

Parada f, t estar parada enquanto é antenada pela formiga;

Preda f, t predacao dos pulgdes;

Recolhe f, t recolher pernas e antenas como resposta ao ataque, ao
mesmo tempo que se mantém parada,;

Sangramento  f extravasamento de hemolinfa;

Véo f saida da planta em véo.

'f, frequéncia de ocorréncias; t, tempo de duracdo em segundos.

Com base nos de sete comportamentos mais frequentes (f) (Tabela 2), foi
calculado o escore de reacéo (ERy) das joaninhas (Finlayson et al., 2009), como:

ERO = ('1fEFM + 1fEFA + 2fRecolhe + 3fLimpa + 4fLateraIiza + 5fFuga + 6fVoo)
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Em relacdo as joaninhas foi registrado o periodo decorrido desde o primeiro
encontro com a formiga até a sua saida da planta (tempo de permanéncia). Nas
plantas sem formiga, este tempo foi medido desde a chegada da joaninha na planta
até sua saida ou término do periodo de observacdo. Também foi registrado o tempo

até o encontro com a primeira formiga e com o primeiro pulgao.

3.4 Analise estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade pelos testes de Shapiro-Wilk
(n < 50) e Kolmogorov-Smirnov (n > 50). As anadlises estatisticas foram realizadas
em ambiente SAS versdo 9.2 utilizando os procedimentos Glimmix e Lifetest uma
vez que os dados nao apresentaram distribuicdo normal (P < 0,05).

Quando algum dos efeitos foi significativo (P < 0,05), foram realizadas
comparacdes mdultiplas usando o método dos minimos quadrados e o valor da
significancia do teste t foi ajustado pelo método de Sidak (Westfall et al., 1999; SAS,

2008).

3.4.1 Interacédo formiga-pulgdo em mudas de citros

Para analisar a interagdo, os valores individuais e os valores populacionais
estimados (pseudo-valores) de cada experimento (Ea, Eg € Ec) foram submetidos ao
procedimento Glimmix, considerando como efeito fixo o Atendimento (com e sem
formiga nas colonias de pulgdes) e as repeticbes como efeito aleatorio. Para o
experimento Eg foi também considerado como efeito fixo o0 NUumero de ninfas iniciais
e a sua interacdo com o efeito Atendimento (NiUmero*Atendimento).

A fecundidade diaria dos pulgdes também foi analisada através do
procedimento Glimmix, considerando os efeitos fixos Atendimento e Dia (variavel de

medida repetida), bem como a combinacdo de efeitos Atendimento*Dia. A
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fecundidade diaria considerada foi do primeiro dia ao 14° dia do periodo reprodutivo,
pois apos esse periodo a maioria dos pulgdes adultos ou havia morrido ou havia
cessado a producéo de ninfas, o que inviabiliza a analise. Para o experimento Eg,
também foi incluido o efeito Nimero de ninfas iniciais e as interagcdes com 0s outros
efeitos.

O numero relativo diario médio de formigas atendentes (média do numero de
formigas atendentes dividido pelo namero de pulgdes atendidos, em cada dia,
durante o estagio imaturo e adulto) foi comparado entre os trés experimentos, sendo
testado pelo efeito fixo Tamanho da coldnia (colénia 1, 150 operarias; colonia 2, 500

operarias; colénia 3, 850 operarias).

3.4.2 Interacédo formiga-joaninha-pulgdo em mudas de citros

Para avaliar a interacdo, os dados de fémeas e machos foram analisados em
conjunto e os de larvas separadamente. Para cada varidvel de tempo e de
frequéncia foi realizado um procedimento Glimmix, considerando os trés efeitos
simultaneamente para adultos: Tamanho da col6nia (sem formiga, com formiga da
colonia pequena e com formiga da colbnia grande), Sexo (fémea e macho) e a
combinagdo Tamanho*Sexo. Como as larvas ndo foram sexadas, sO o efeito
Tamanho da colbnia foi incluido no modelo. As repeticdes foram tratadas como
efeito aleatorio.

Ainda sobre a interacdo formiga-joaninha-pulgéo, foi testada a suposi¢ao de
que a colonia grande apresentava um numero relativo de formigas atendentes maior
do que a colbnia pequena. O numero relativo de formigas atendentes foi analisado
pelo procedimento Glimmix tendo como efeito fixo o Tamanho da colénia e as

repeticbes como efeito aleatorio.
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O procedimento Lifetest foi utilizado, separadamente, para avaliar a
probabilidade de permanéncia de joaninhas adultas (fémeas e machos) e das larvas
nas plantas com e sem formigas, usando o teste Log-rank pelo método Kaplan-
Meier. Foram considerados tanto o efeito Tamanho da colénia (com formiga da
colénia pequena e da colbnia grande e sem formigas), Sexo (fémea e macho) e a
combinacdo destes. Para as larvas, somente o efeito Tamanho da colbnia foi

considerado.



4 RESULTADOS

4.1 Interacédo formiga-pulgdo em mudas de citros

4.1.1 Parametros individuais

Dos sete parametros individuais dos pulgdes, trés foram significativamente
afetados pelo atendimento das formigas. A longevidade dos pulgdes foi menor nos
pulgdes atendidos no experimento Ec (F; 12 = 12,98; P = 0,0036), embora o
atendimento ndo tenha tido influéncia nos experimentos Ex e Eg (Ea: F1,6 = 4,28; P =
0,0839; Eg: F1, 4 = 2,59; P = 0,1828). Assim como a longevidade, a duracao total do
ciclo ninfa-adulto foi semelhante para pulgbes atendidos e ndo atendidos nos
experimentos Ex e Eg (Ea: F1, 6 = 4,28; P = 0,0839; Eg: F1, 4 = 2,59; P = 0,1828),
sendo menor para os pulgdes atendidos somente no experimento Ec (F1, 12 = 12,98;
P = 0,0036). Os pulgdes atendidos apresentaram uma fecundidade média maior nos
experimento Ea € Ec (Ea: F1, 6 = 6,62; P = 0,0422; Ec: F1, 12 = 19,43; P = 0,0009),
embora esta diferenca significativa ndo tenha sido detectada em Eg (F24 = 4,86; P =
0,0923) (Tabela 3).

Os demais parametros individuais ndo foram afetados pelo atendimento,
sendo a fecundidade total semelhante para os atendidos e os ndo atendidos nos trés
experimentos (Ea: F1, 6 = 1,74; P = 0,2358; Eg: F1, 4 = 0,78; P = 0,4283; Ec: F1 12 =
1,07; P = 0,3213). Da mesma forma, o periodo reprodutivo nao diferiu (Ea: F1, 6 =
1,58; P = 0,2557; Eg: F1,4=0,17; P = 0,7009; Ec: F1, 12 = 3,05; P = 0,1065), assim

como o periodo poés-reprodutivo (Ea: F1, 6 = 1,30; P = 0,2978; Eg: F1, 4 = 3,11; P =
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0,1528; Ec: F1 12 = 3,37; P = 0,0915). A sobrevivéncia do estagio imaturo também
nao foi afetada pelo atendimento (Ea: F1, 6 = 2,40; P = 0,1723; Eg: F1, 4 = 2,01; P =
0,2289; Ec: F1, 12 = 2,13; P = 0,1701). Durante o periodo de estudo, a formiga C.
punctulatus nao foi observada predando adultos ou ninfas de T. citricidus.
Considerando a variacdo no numero de ninfas iniciais no experimento Eg, ndo
foram encontradas diferencas significativas para a fecundidade total (Namero: F, 4 =
1,09; P = 0,4201; Numero*Atendimento: F,, 4 = 0,32; P = 0,7440), fecundidade média
(Namero: F, 4 = 2,50; P = 0,1978; Numero*Atendimento: F, 4 = 0,98; P = 0,4519),
longevidade (Numero: F, 4 = 1,79; P = 0,2788; Numero*Atendimento: F, 5= 1,36; P
= 0,3538), duracao do ciclo (Numero: Fq, 4 =1,79; P = 0,2788; Numero*Atendimento:
Fo 4 = 1,36; P = 0,3538), periodo reprodutivo (Numero: F, 4 = 0,67; P = 0,5614;
Numero*Atendimento: F, 4 = 1,45; P = 0,3352), periodo pos-reprodutivo (NUmero: F;,
4= 2,01; P = 0,2487; Numero*Atendimento: F,, 4 = 0,85; P = 0,4911) e nem para a
sobrevivéncia dos pulgbes (Numero: F, 4 = 1,16; P = 0,4005; Numero*Atendimento:

Fb4=5,47; P = 0,0717).



TABELA 3. Valores médios (£ EP) da sobrevivéncia ninfal, fecundidade total e média, periodo reprodutivo, longevidade, duracdo do
ciclo, periodo pos-reprodutivo do pulgdo Toxoptera citricidus atendido e ndo atendido pela formiga Camponotus
punctulatus em trés experimentos (Ea, Eg € Ec) (fotofase de 16 horas; 25 £ 1 °C; 60 = 5% UR).

Experimentos
Parametro Ea Es Ec
AT (7)! NAT (7) AT (9) NAT (11) AT (13) NAT (13)

Sobrevivéncia ninfal (fragéo) 1,00 = 0,000 0,86 = 0,092 0,92 £ 0,026 0,91 £ 0,043 0,89 £ 0,026 0,84 + 0,040

Fecundidade total 95,57 + 2,836 91,00 + 2,786 70,33 + 3,727 67,82 + 2,910 95,85 + 1,887 93,31 + 1,662

Fecundidade média 5,40 + 0,227 a° 4,44 +0,316 b 5,65 £ 0,496 4,54 + 0,420 545+0,129 a 4,48 + 0,213 b

Periodo reprodutivo (dias) 11,57 £ 1,343 13,14 £ 0,634 11,44 £ 1,334 12,36 £ 1,154 12,23+ 0,833 13,77 + 0,378

Longevidade (dias) 17,86 = 0,800 21,00+ 1,291 13,33+ 1,394 16,18 + 1,439 17,69+ 0,499 a 21,31+0,887 b

Duracdo ciclo (dias) 22,86 = 0,800 26,00 + 1,291 19,33+£1,394 22,18 + 1,439 22,69 £ 0,499 a 26,31+0,887b

Periodo pos-reprodutivo (dias) 5,86 £ 0,634 7,14 + 1,519 2,330,764 4,09 £ 0,919 5,23 + 0,395 6,92 + 0,895

"ntimero de repeticdes entre parénteses;
’médias seguidas por letras distintas diferem entre colunas para 0 mesmo experimento (teste t; P < 0,05).

6€
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A fecundidade diaria dos trés experimentos ndo foi explicada pelo
atendimento (Ea: F1, 84 = 1,78; P = 0,1859; Eg: F1 56 = 1,72; P = 0,1953; Ec: F1, 168 =
0,83; P = 0,4288). As diferencas na fecundidade diaria foram explicadas pela
combinacédo dos fatores Atendimento*Dia nos experimentos Ex € Ec (Ea: Fi3 84 =
22,66; P <0,0001; Ec: F13 168 = 33,68; P < 0,0001), mas sem efeito para Eg (Es: 13 56
= 1,15; P = 0,3369). Além disso, o numero de ninfas iniciais de Eg néo teve efeito
sobre a fecundidade diaria (F2, s¢ = 2,01; P = 0,1432) nem para as combinacdes
possiveis entre os efeitos (Numero*Atendimento: F, s = 0,72; P = 0,4895;
Numero*Atendimento*Dia: Fs;, 56 = 0,96; P = 0,5600).

Comparando a fecundidade dos pulgbes atendidos e ndo atendidos no
mesmo dia, ndo foram detectadas diferencas no experimento Eg, como mencionado
acima. Entretanto, no Ea e Ec, a fecundidade dos pulgbes atendidos e ndo atendidos
foi diferente. Os atendidos tiveram uma maior fecundidade diaria para o primeiro dia
(Ea: t1 84 = 13,59; P < 0,0001; Psjgak < 0,0001; Ec: t1, 168 = 15,46; P < 0,0001; Psjgak <
0,0001), para o segundo (Ec: t1, 168 = 5,52; P < 0,0001; Psjgak < 0,0001) e para o
quinto (Ea: t1, 84 = 5,33; P < 0,0001; Psjgax = 0,0003; Ec: t1, 168 = 6,26; P < 0,0001;
Psidak < 0,0001). No primeiro dia os pulgdes atendidos produziram, em média, 177,35
e 135,48% mais ninfas do que os ndo atendidos, respectivamente, nos experimentos
Ea e Ec. No segundo, a fecundidade dos atendidos foi 34,88% maior no experimento
Ec. No quinto dia, os pulgbes atendidos de Ea e Ec produziram, respectivamente,
53,95 e 45,94% mais ninfas (Figura 4).

Por outro lado, os pulgdes atendidos tiveram uma prole significativamente
menor no oitavo dia (Ea: t; g4 = -4,3; P < 0,0001; Psigak = 0,017; Ec: t1 168 = -5,03; P <
0,0001; Psjgak = 0,0005), nono dia (Ea: t1, 84 = -5,51; P < 0,0001; Psjgak = 0,0001; Ec:
t1, 168 = -7,48; P < 0,0001; Psigak <0,0001), e no décimo dia (Ec: t1, 168 = -5,03; P <

0,0001; Psigak = 0,0005). Em média, os pulgdes atendidos dos experimentos Ea e Ec
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produziram, respectivamente, 41,01 e 37,27% menos ninfas no oitavo dia. Em
relacdo ao nono dia do periodo reprodutivo, os atendidos de Ea e Ec, produziram,
respectivamente, 71,08 e 67,77% menos ninfas. No décimo dia, no Ec, a
fecundidade diaria dos pulgbes atendidos foi 73,21% menor do que dos nao

atendidos.

Ea Es Ec

18 — AT
NAT

Fecundidade diaria

\1"'\4“'"}/{

T T 1T T 17 T T 11 T T 1T T 1T T T T T T T T7T T 1T 17T T 1T T 1T 17 T T T 17T
12345678 91011121314 12 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 123 456 7 8 91011121314

Periodo reprodutivo (dias)

FIGURA 4. Fecundidade diaria média (+ EP) do pulgdo Toxoptera citricidus
atendido (AT) e nao atendido (NAT) pela formiga Camponotus
punctulatus em trés experimentos (Ea, Eg, Ec). Datas assinaladas ()
indicam diferenca resultante do atendimento para o mesmo dia (teste
t; Psigak < 0,05).

4.1.2 Parametros populacionais
Em contraste aos parametros individuais, 0os cinco parametros populacionais

analisados foram afetados pelo atendimento nos experimentos Exn e Ec, mas o

mesmo nédo teve efeito sobre estes parametros em Eg (Tabela 4). A taxa liquida de

reproducao foi maior nos pulgdes atendidos nos experimentos Ex € Ec (Ea: F1 6 =

29,35; P =0,0016; Ec: F1, 12 = 11,59; P = 0,0052), diferenca ndo detectada no Eg (F;,

4 = 0,31; P = 0,6053). A taxa intrinseca de crescimento foi maior para os pulgdes

atendidos em Ea e Ec (EAZ Fl, 6 = 66,82; P = 0,0002; Ec: Fj_, 12 =62,67; P < 0,0001),
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enquanto em Eg ndo foram encontradas diferencas (F1 4 = 0,44; P = 0,5441). O
intervalo meédio entre geracdes foi significativamente reduzido nos pulgdes atendidos
em Ea e Ec (Ea: F1 6 =24,72; P = 0,0025; Ec: F1, 12 = 49,59; P < 0,0001), porém néao
foram encontradas diferencas em Eg (F1, 4 = 0,78; P = 0,4270). O tempo de
duplicacao foi significativamente menor nos atendidos de Ea € Ec (Ea = F1, 6 = 52,71,
P = 0,0003; Ec: F1, 12 = 51,20; P < 0,0001), mas estas diferencas ndo ocorreram no
Es (F1, 4 = 0,44; P = 0,5441). A taxa finita de aumento foi maior nos pulgdes
atendidos em Ea e Ec (E1: F1, 6 = 69,12; P = 0,0002; E3: F1, 12 = 65,37; P < 0,0001),
enquanto em Eg néo foram detectadas diferencas (F1, 4 = 0,44; P = 0,5440).
Considerando o numero de ninfas iniciais no experimento Eg ndo foram
detectadas diferencas significativas para qualquer um dos parametros da tabela de
vida: taxa liquida de reprodugcdo (Numero: F, 4 = 1,07; P = 0,4237;
Numero*Atendimento: F, 4 = 0,31; P = 0,7512), taxa intrinseca de crescimento
(Namero: F, 4 = 2,48; P = 0,1990; Numero*Atendimento: F, 4 = 3,22; P = 0,1468),
intervalo médio entre geracbes (Numero: F, 4, = 0,20; P = 0,8274;
Numero*Atendimento: F, 4 = 1,30; P = 0,3666), tempo de duplicacdo (NUmero: F;, 4 =
2,53; P = 0,1949; Numero*Atendimento: F, 4 = 3,41; P = 0,1368), taxa finita de
aumento (Numero: F,, 4 = 2,47; P = 0,1999; Numero*Atendimento: F, 4 = 3,18; P =

0,1491).



TABELA 4. Valores médios (+ EP) para a taxa liquida de reproducéo (r,), taxa intrinseca de crescimento (ry), intervalo médio entre
geracgdes (img), tempo de duplicacdo (td) e taxa finita de aumento (A) para o pulgdo Toxoptera citricidus atendido (AT) e
nao atendido (NAT) pela formiga Camponotus punctulatus em mudas de Citrus sinensis em trés experimentos (Ea, Eg €
Ec) (fotofase de 16 horas; 25 + 1 °C; 60 £ 5% UR).

Experimentos
Parametro Ea Es Ec
AT (7)! NAT (7) AT (9) NAT (11) AT (13) NAT (13)

lo 95,57 + 2,836 a° 78,00 £ 2,388 b 63,94 + 3,388 a 63,16 + 2,710 a 85,49+ 1,684 a 78,23 +£1,393 b

Mm 0,54 £ 0,007 a 0,46 £ 0,009 b 0,42 £ 0,003 a 0,42 £ 0,004 a 0,53+ 0,004 a 0,47 £0,007 b

img 8,50 £ 0,095 a 9,37+£0,164 b 9,92 +0,110 a 9,81 + 0,092 a 8,40 + 0,056 a 9,34+£0,121 b

td 1,29+ 0,018 a 1,49+0,030b 1,65+0,012 a 1,64+ 0,015 a 1,31+ 0,010 a 1,49+£0,022 b

A 1,71 £ 0,013 a 1,59+0,014b 1,52 + 0,005 a 1,53 £ 0,006 a 1,70 £ 0,007 a 1,59+0,011b

“nimero de repeticdes entre parénteses;

’médias seguidas por letras distintas diferem entre colunas para 0 mesmo experimento (teste t; Psjgak < 0,05).

ey
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4.1.3 Numero relativo de formigas atendentes
Comparando o numero relativo diario médio de formigas atendentes, entre
0s trés experimentos, durante o estagio imaturo dos pulgdes, o tamanho da
colonia teve efeito significativo (F2, 14 = 173,99; P < 0,0001). Durante este periodo,
0 numero relativo de formigas diferiu para todas as combinacfes, sendo que a
colénia 1 teve mais formigas atendentes por pulgdo em comparacdo as outras
duas colbnias (Colbnia 2: t; 14 =17,39; P < 0,0001; Psjgak < 0,0001; Colbnia 3: t;, 14
= 15,90; P < 0,0001; Psjgak < 0,0001). O numero relativo também foi diferente
entre as colbnias 2 e 3 (i1, 14 = 2,91; P = 0,0114; Psjgak < 0,0339) (Tabela 5).
Quando o numero relativo médio de formigas atendentes foi comparado
entre 0s experimentos durante o estagio adulto de pulgdo, também foram
detectadas diferencas resultantes do tamanho da col6nia (F,, 14 = 15,45; P =
0,0003). Entretanto, diferentemente do estagio imaturo, o niumero de formigas
atendentes das colbnias 1 e 3 néo diferiu (t; 14 = 0,70; P = 0,4835; Psjgak =
0,8701). JA o numero relativo de formigas da colénia 2 foi menor do que das
outras duas colonias (Colbnia 1: t;, 14 = 4,83; P = 0,0003; Psigak = 0,0008; Colonia

3: 1y 14 = 4,75; P = 0,0003; Psigax = 0,0009).
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TABELA 5. Numero relativo diario médio (+ EP) de operarias da formiga
Camponotus punctulatus de trés colbnias atendendo ao pulgéo
Toxoptera citricidus durante o seu estagio imaturo e adulto para
trés experimentos (Ea, Eg € E¢).

Numero relativo de formigas atendentes

Colbnia Experimento Imaturo Adulto

1) Ea 2,32 + 0,097 a° 1,07 +0,110 a
2(9) Es 0,13+0,085b 0,48 £ 0,099 b
3(13) Ec 0,44 +0,071c 0,99 + 0,084 a

‘nimero de repeticdes entre parénteses;
“médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (teste t; Psjgax < 0,05).

4.1.4 Simulacéo do crescimento populacional de Toxoptera citricidus

O impacto da altera¢do da fecundidade do primeiro dia € apresentado na
Figura 5. Caso os pulgdes parissem 20, 15 e 10 ninfas no primeiro dia, ao final de
25 dias teriamos, respectivamente, 61.017,56, 44.929,89 e 27.758,94 pulgdes,
enguanto se os pulgdes tivessem parido 5,8 ninfas a cada dia teriamos 4.641,45

pulgbes ao final do periodo simulado.
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Simulacdo do crescimento populacional do pulgdo Toxoptera
citricidus baseado na repeticdo do comportamento individual
observado (fecundidade total = 99) ao longo do tempo com
variacado da fecundidade diaria no primeiro dia (ny = 20, 15 e 10
ninfas) e usando a fecundidade média para todos os dias (h = 5,82
ninfas/dia).

A partir da taxa intrinseca de crescimento (r,) estimada para os pulgfes de

cada experimento, foi utilizado o valor médio para atendidos (rn, = 0,50) e nédo

atendidos (rm = 0,45). Quando esta taxa foi incluida na equacédo exponencial de

crescimento populacional, se observa que, apés 25 dias, o niumero de pulgdes na

populacdo atendida por formigas é de 268.337,28 individuos, o que representa

um aumento de cerca de 350% na populacdo de pulgdes atendidos em

comparacao aos nao atendidos (Figura 6).
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FIGURA 6.  Crescimento populacional hipotético do pulgdo Toxoptera citricidus
atendido pela formiga Camponotus punctulatus através do uso da
equacdo exponencial com a taxa intrinseca de crescimento
estimada para pulgbes atendidos (r, = 0,50; em azul) e nao
atendidos (r, = 0,45; em verde).

4.2 Interacdo formiga-joaninha-pulgdo em mudas de citros

4.2.1 Numero relativo de formigas atendentes

O numero relativo médio de formigas atendendo aos pulgdes antes das
observacdes comportamentais com as joaninhas foi maior para a colénia grande

(0,43 = 0,034) do que para a colénia pequena (0,31 + 0,027) (F1, 50 = 7,05; P =

0,0106).

4.2.2 Tempo de permanéncia

O tempo de permanéncia das joaninhas foi afetado pelo tamanho das
colonias (F2, 34 = 92,81; P < 0,0001), efeito ndo observado considerando o sexo
(F1, 34 = 1,58; P = 0,2176) ou pela combinacdo dos efeitos (Fz, 34 = 0,73; P =
0,4887). Em comparacao a fémeas e machos controle, o tempo de permanéncia

foi menor para adultos tanto com formigas da colénia pequena (t;, 34 = -11,56; P <
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0,0001; Psjgak < 0,0001) quanto da colénia grande (t;, 34 = -11,86; P < 0,0001;
Psidgak < 0,0001). Considerando s6 os casos com formigas, o tamanho das coldnias
nao afetou o tempo de permanéncia (t1, 34 = 0,09; P = 0,9323; Psjgax = 0,9997)

(Tabela 6).

TABELA 6. Tempo médio (s) de permanéncia (+ EP) de fémeas e machos de
Cycloneda sanguinea em col6nias de Toxoptera citricidus atendidas
pela formiga Camponotus punctulatus (f, col6nia pequena; ff,
colonia grande) e ndo atendidas (sf).

Formiga Fémea Macho

f 82,72 + 40,873 (8)" a° 14,70 + 4,235 (7) a
ff 40,05 + 16,620 (8) a 42,46 + 29,505 (8) a
sf 1140,14 + 59,859 (8) b 941,89 + 170,726 (9) b

"nimero de repeticdes indicado entre parénteses;
’médias seguidas por letras distintas diferem entre si entre linhas e entre colunas (teste t; Psjgax <
0,05).

O tempo de permanéncia das larvas foi significativamente afetado pelo
tamanho das col6nias de formigas (F; 3s = 11,4; P = 0,0001). As larvas, na
auséncia das formigas, permaneceram por 4.800 = 0,000 segundos, tempo
significativamente maior tanto comparado as larvas com formigas da colbnia
pequena (t;, 3s = -3,01; P = 0,0046; Psigak = 0,0138) que permaneceram por
3.113,56 * 485,177 segundos, quanto comparado as larvas com formigas da
colonia grande (ty, 3 = -4,71; P < 0,0001; Psjgak < 0,0001) que permaneceram por
2.157 + 508,021 segundos. Comparando somente o tempo de permanéncia das
larvas na presenca de formiga, o tamanho da col6nia nao foi significativo (t;, 3s =

1,71; P = 0,0962; Psia = 0,2617) (Figura 7).
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FIGURA 7. Tempo médio (s) de permanéncia (x EP) de larvas de Cycloneda
sanguinea em colonias de Toxoptera citricidus atendidas pela
formiga Camponotus punctulatus (f, colénia pequena; ff, colénia
grande) e ndo atendidas (sf). Letras distintas indicam diferenca
significativa (teste t; Psjgak < 0,05).

Considerando o mesmo tempo de observacédo (1.200 s) para 0S casos
controle e com formiga, foi possivel comparar adultos e imaturos numa Unica
andlise. O tempo de permanéncia foi afetado tanto pelo tamanho das col6nias
quanto pelo sexo das joaninhas (Tamanho: F, g, = 66,85; P < 0,0001; Sexo: F3 go
= 35,72; P < 0,0001) bem como pela combinacédo destes (Tamanho*Sexo: F4 g =
5,72; P = 0,0004).

Nesta comparacdo entre adultos e imaturos, fémeas, machos e larvas
controle permaneceram por tempo semelhante (Psigax > 0,05). Larvas com
formiga, tanto da colonia pequena quanto da grande, permaneceram por mais
tempo do que fémeas e machos, independente do tamanho da colbnia de
formigas (Psigak < 0,05). O tempo de permanéncia das larvas com formigas da

colonia pequena foi semelhante as larvas com formigas da col6nia grande e as

larvas controle, assim como também foi semelhante ao tempo de fémeas e
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machos controle (Larva colbnia grande: t; go = 2,33; P = 0,0222; Psjgax = 0,5547;
Larva controle: t; go = 3,03; P = 0,0033; Psjgax = 0,1131; Fémea controle: t; g =
1,53; P = 0,1303; Psjgak = 0,9934; Macho controle: t; go = -0,29; P = 0,7711; Psigak
= 1,000). Na presenca das formigas da col6nia grande, as larvas permaneceram
por tempo semelhante a fémeas e machos controle, mas por tempo inferior as
larvas controle (Fémea controle: t;, go = 3,25; P = 0,0017; Psjgax = 0,059; Macho
controle: t;, go = 2,09; P = 0,0397; Psiqak = 0,7678; Larva controle: t;, go = 5,36; P <
0,0001; Psjgak < 0,0001). Com formigas, fémeas e machos permaneceram por
tempo semelhante independente do tamanho da colbnia, mas sempre por um
tempo inferior aos controles de fémeas, machos e larvas e inferior também as

larvas com formiga (Psigak < 0,05).

4.2.3 Probabilidade de permanéncia

As curvas da probabilidade de permanéncia das joaninhas adultas controle
e com formiga foram significativamente diferentes (Log-rank = 44,582; P < 0,0001)
(Figura 8). A probabilidade de permanéncia das joaninhas nas plantas com
formiga foi significativamente reduzida tanto para as fémeas (Psjgak < 0,05) quanto
para os machos (Psijgak < 0,05) em comparacao a adultos controle. Considerando
somente 0s casos onde as formigas estavam presentes, a probabilidade néo
diferiu nem em funcéo do tamanho colénia (Psidak > 0,05) nem em relagdo ao sexo
(Psidak > 0,05). Na auséncia das formigas, fémeas e machos néao diferiram na
probabilidade de permanecerem nas plantas (Log-rank = 0,024; P = 0,876; Psigak =

1,000).
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Probabilidade de permanéncia de fémeas (9) e machos (&) de
Cycloneda sanguinea em colbénias de Toxoptera citricidus atendidas
pela formiga Camponotus punctulatus (f, colbénia pequena; ff,
colonia grande) e ndo atendidas (sf). Curvas seguidas por letras
distintas diferem entre si (teste Log-rank, Psjgak < 0,05).

Assim como os adultos, as curvas de probabilidade de permanéncia das

larvas controle e com formigas foram significativamente distintas (Log-rank =

17,084; P = 0,0002). A probabilidade de permanéncia das larvas, na auséncia de

formigas, foi semelhante a das larvas na presenca de formigas da colbnia

pequena (Log-rank = 5,129; P = 0,0235; Psjgak = 0,0689), mas significativamente

diferente das larvas na presenca da formigas da colonia grande (Log-rank =

17,076; P < 0,0001; Psjgak = 0,0001). Considerando somente 0s casos com

formiga presente, o tamanho das coldnias de formiga néo teve efeito (Log-rank =

3,306; P = 0,0690; Psigax = 0,1930) (Figura 9).
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FIGURA 9. Probabilidade de permanéncia de larvas de Cycloneda sanguinea
em colénias de Toxoptera citricidus atendidas pela formiga
Camponotus punctulatus (f, coldénia pequena; ff, colonia grande) e
nao atendidas (sf). Curvas seguidas por letras distintas diferem
entre si (teste Log-rank, Psjgak < 0,05).
4.2.4 Tempo de predacao
O tempo em que os adultos de C. sanguinea predaram os pulgdes foi
influenciado pelo tamanho das coldnias de formigas (F1, 34 = 26,61; P < 0,0001),
pelo sexo (F1, 34 = 7,31; P = 0,0106) e pela combinacéo destes (F, 34 = 6,56; P =
0,0039). A presenca das formigas reduziu o tempo de predacdo de fémeas e
inibiu a predacdo por machos comparados as fémeas controle (Psjgax < 0,05).

Entretanto, na auséncia das formigas, os machos passaram menos tempo

predando do que as fémeas (i1, 34 = 4,6; P < 0,0001; Psigax = 0,0008) (Tabela 7).
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TABELA 7. Tempo médio (s) de predacdo (x EP) de fémeas e machos de
Cycloneda sanguinea em colonias de Toxoptera citricidus atendidas
pela formiga Camponotus punctulatus (f, col6nia pequena; ff,
colonia grande) e ndo atendidas (sf).

Formiga Fémea Macho

f 7,83+ 7,708 (8)" Aa* -

ff 0,47 + 0,474 (8) Aa -

sf 429,43 + 104,612 (8) Bb 138,77 + 47,692 (9) A

"nimero de repeticdes indicado entre parénteses;
’médias seguidas por letras distintas diferem entre linhas (mintscula) e entre colunas (maitiscula)
(teste t; Psigak < 0,05)

Para as larvas controle e com formiga, o tempo de predagao foi
significativamente afetado pelo tamanho das colonias de formigas (F», 33 = 38,23;
P < 0,0001). Na auséncia de formigas, as larvas passaram 1.017,55 = 82,544
segundos predando os pulgdes, tempo significativamente superior ao das larvas
na presenca de formigas tanto da colénia pequena (t; 33 = -7,03; P < 0,0001;
Psidzak < 0,0001) quanto da colbnia grande (ti, 38 = -8,02; P < 0,0001; Psigak <
0,0001), que passaram, respectivamente, 260 + 93,296 e 152 + 83,573 segundos
predando. Considerando somente os casos com formiga, o tempo de predacgéo
nao diferiu para o tamanho da colbnia (t; 3g = 1,00; P = 0,3255; Psjgak = 0,6931)

(Figura 10).
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FIGURA 10. Tempo médio (s) de predacdo (+ EP) de larvas de Cycloneda
sanguinea em coldnias de Toxoptera citricidus atendidas pela
formiga Camponotus punctulatus (f, coldénia pequena; ff, colonia
grande) e ndo atendidas (sf). Letras distintas indicam diferenca
significativa (teste t; Psjgak < 0,05).

4.2.5 Numero de pulgbes atacados

O numero de pulgbes atacados pelos adultos de C. sanguinea foi
influenciado pelo tamanho das col6nias de formigas (F2, 34 = 29,08; P <0,0001),
mas néo pelo sexo (F1 34 = 1,27; P = 0,2684) e nem pela combinacdo destes
efeitos (F2 34 = 0,20; P = 0,8202). Na auséncia de formigas, fémeas e machos
atacaram, respectivamente, 4,25 + 0,750 e 3,44 + 0,915 pulgbes, valores
significativamente superiores (Psigak < 0,05) ao das fémeas na presenca de
formigas tanto da colénia pequena quanto da coldnia grande. Na presenca das
formigas, os machos ndo atacaram os pulgfes, enquanto as fémeas com

formigas das col6nias pequena e grande atacaram, respectivamente, 0,63 + 0,498

e 0,13 + 0,125 pulgdes (t1 34 = 0,63; P = 0,5342; Psigax = 1,000).

O numero de pulgdes atacados pelas larvas controle e com formiga foi
afetado pelo tamanho das col6nias (F;, 3 = 6,11; P = 0,005). Na auséncia de

formigas, as larvas atacaram 0,95 * 0,088 pulgdes, nao diferindo dos 0,55 + 0,153

atacados pelas larvas com formigas da colonia pequena (t; 33 = -2,29; P = 0,0277;
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Psidzak = 0,0808) mas diferindo dos 0,35 + 0,167 atacados pelas larvas com
formigas da colonia grande (t1, 33 = -3,43; P = 0,0015; Psjgax = 0,0043).
Considerando somente o numero de pulgfes atacados na presenca das formigas,
nao houve diferenca significativa (t1, 3 = 1,14; P = 0,2595; Psjgak = 0,5939) (Figura

11).
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FIGURA 11. Numero médio de pulgdes atacados (+ EP) por larvas de
Cycloneda sanguinea em colonias de Toxoptera citricidus
atendidas pela formiga Camponotus punctulatus (f, colénia
pequena; ff, colbnia grande) e ndo atendidas (sf). Letras distintas
indicam diferenca significativa (teste t; Psjgak < 0,05).

4.2.6 Comportamento das formigas
O tempo de encontro, isto €, o tempo em que as formigas efetivamente
mantiveram contato fisico com as joaninhas adultas, nao foi afetado pelo tamanho

das colbnias (F1, 20 = 1,39; P = 0,2519), nem pelo sexo (F1, 20 = 2,63; P = 0,1208) e

nem pela combinagdo destes (F1 2 = 1,7; P = 0,2069). As formigas da coldnia

pequena mantiveram contato com fémeas e machos, respectivamente, por 44,45

+ 24,991 e 5,59 £+ 2,317 s. As formigas da colénia grande mantiveram contato

com fémeas e machos, respectivamente, por 11,44 + 4,201 e 7,24 + 3,391 s.

Assim como em adultos, o tempo de encontro das formigas com as larvas

nao teve influéncia do tamanho das colbnias (F; 19 = 0,20; P = 0,6611). As
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formigas das colonias pequena e grande mantiveram contato com as larvas,
respectivamente, por 617,37 £ 104,895 e 549,98 + 116,301 s.

De um total de onze categorias comportamentais para as formigas, 0s
comportamentos Antena A, Agarra D e Atende ocorreram exclusivamente em
resposta a presenca das larvas, enquanto que o comportamento Persegue
ocorreu somente na presenca de adultos. O comportamento de Abertura de
Mandibulas foi registrado para as formigas das colonias pequena e grande em
resposta as larvas, mas em resposta a presenca dos adultos foi somente
registrado nas formigas da col6nia grande. Embora o comportamento Limpa tenha
sido desempenhado pelas formigas da colbnia pequena e grande na presenca
das larvas, na de adultos ocorreu somente quando as formigas da colénia
pequena encontraram as fémeas. Além disso, o comportamento Agarra P nao foi
registrado em formigas da colbnia pequena interagindo com machos.

O tempo de duragdo dos comportamentos foi medido em oito das onze
categorias. Na presenca de joaninhas adultas, a duracdo do comportamento das
formigas, néo foi afetada pelo tamanho das colbnias, pelo sexo das joaninhas e
nem pela combinacéo destes efeitos (Tabela 8). A auséncia de efeito significativo
para o tamanho da colonia na duracdo dos atos também foi verificada nas
formigas em resposta as larvas, exceto para o comportamento Atende, que
ocorreu por mais tempo nas formigas da col6nia pequena (Fy, 19 = 5,80; P =

0,0263) (Tabela 9).
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TABELA 8. Anadlise estatistica (procedimento Glimmix) do tempo de duracgéao (s)
dos atos comportamentais da formiga Camponotus punctulatus de
colénia pequena e grande em resposta a presenca de adultos e
imaturos de Cycloneda sanguinea com o pulgdo Toxoptera
citricidus.

Comportamento  Efeito Adultos Imaturos
g.l. F P g.l F P
Antena A Sexo - - - - - -
Tamanho - - - 1,19 1,29 0,2710
Sexo*Tamanho - - - - - -
Antena | Sexo 1,20 0,13 10,7228 - - -
Tamanho 1,20 0,04 0,8512 1,19 0,03 0,8563
Sexo*Tamanho 1,20 1,10 0,3060 - - -
Atende Sexo - - - - - -
Tamanho - - - 1,19 5,80 0,0263
Sexo*Tamanho - - - - - -
Agarra D Sexo - - - - - -
Tamanho - - - 1,19 0,68 0,4212
Sexo*Tamanho - - - - - -
Agarra P Sexo 1,20 1,25 0,2773 - - -
Tamanho 1,20 1,23 0,2801 1,19 0,09 0,7650
Sexo*Tamanho 1,20 1,40 0,2501 - - -
Limpa Sexo - - - - - -
Tamanho - - - 1,19 0,66 0,4283
Sexo*Tamanho - - - - - -
Persegue Sexo 1,20 0,00 0,9918 - - -
Tamanho 1,20 0,66 0,4278 - - -
Sexo*Tamanho 1,20 1,55 0,2280 - - -
Tamborila Sexo 1,20 0,91 0,3519 - - -
Tamanho 1,20 1,62 0,2171 1,19 1,00 0,3299
Sexo*Tamanho 1,20 1,54 10,2286 - - -




TABELA 9. Tempo médio (s) de duracao (+ EP) dos atos comportamentais da formiga Camponotus punctulatus (f, colénia pequena;
ff, colbnia grande) em resposta a presenca de adultos (fémeas e machos) e larvas de Cycloneda sanguinea em colonia
de Toxoptera citricidus.

Ato comportamental

Estagio Sexo Formiga Antena A "% Antena | " Atende Agarra D "™ Agarra P " Limpa " Persegue ™ Tamborila "™

Adulto Fémea f(8)" - 0,92 + 0,745 - - 17,03+14,270 1475+11875 0,29+0,270 8,43 4,511
f (8) - 0,40 + 0,368 - - 0,05 + 0,050 - 3,65+2,673 1,72+0,854

Macho f (7) - 0,08 + 0,077 - - - - 235+1,692 2,58+ 1,926
ff (8) - 0,81 +0,788 - - 0,55 + 0,550 - 1,60+ 1,152 2,49 1,612

Imaturo Larva  f (20) 117,92 +57,785 509,60 + 108,059 149,11 +55957 a°> 29,60 + 19,504 8,31 +3,658 89,38 + 29,865 - 0,06 + 0,062

ff (20) 57,68 + 16,160 535,63+ 139,639 26,96 +19,327b 12,54 + 7,094 6,62 +4,230 62,42 +18371 - 0,20 +0,138

"nimero de repeticdes entre parénteses;

2(ns) = diferenca néo significativa para o0 mesmo estagio (teste t; Psjgax > 0,05);
*médias seguidas de letras distintas diferem entre linhas do mesmo estagio (teste t; Psjgak < 0,05).

8§
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O numero de encontros de formigas com adultos ndo foi afetado pelo
tamanho das colbnias (F1, 20 = 0,93; P = 0,3463), sexo (F1, 20 = 0,29; P =0,5934) e
nem pela combinacdo destes (F1 20 = 0,47; P = 0,5023). O numero total de
formigas que entraram em contato com machos e fémeas também nédo foi
influenciado pelo tamanho das colénias (F1, 20 = 0,18; P = 0,677), sexo (F1, 20 =
1,09; P = 0,3081) e nem pela combinacao dos efeitos (F1 20 = 0,89; P = 0,3575). O
namero de formigas por encontro também néo foi afetado pelo tamanho (Fy 20 =
0,16; P = 0,6926), sexo (F1, 20 = 0,01; P = 0,9185 ) e nem pela combinagéo destes
(F1 20 = 0,00; P = 0,9906) (Tabela 10).

Da mesma forma, o tamanho das colénias de formiga ndo teve efeito
significativo sobre a resposta das formigas a presenca das larvas para o numero
de encontros (F1, 19 = 0,01; P = 0,9078), numero de formigas (F1, 19 = 0,18; P =
0,6748) e nem em relacdo ao numero de formigas por encontro (F; 19 = 0,7; P =
0,4131) (Tabela 10).

TABELA 10. Numero médio (+ EP) de encontros, de formigas e relagcdo entre

namero de formigas/nimero de encontros para Camponotus
punctulatus (f, colénia pequena; ff, colénia grande) em resposta a
presenca de adultos (fémeas e machos) e larvas de Cycloneda
sanguinea em coldnia de Toxoptera citricidus.

Estagio Sexo Formiga er’:'gg:ﬁrrgs%%z f'\é?mggsgg Formigas/Encontro®
Adulto Fémea f (8)1 2,38 £ 0,532 4,25 + 1,306 1,53 + 0,265
ff (8) 2,63 + 0,905 3,63+ 1,281 1,44 + 0,148
Macho f(7) 1,29+0,184 1,86 + 0,340 1,50 + 0,289
ff (8) 2,75+ 1,346 3,50 £ 1,402 1,42 + 0,207
Imaturo Larva f(20) 2,45+0,413 5,75+ 0,951 2,65+ 0,349
ff (20) 2,40 + 0,505 6,15+ 1,170 3,08 + 0,547

‘nimero de repeticdes entre parénteses;

2(ns) = diferenca néo significativa para 0 mesmo estagio (teste t; Psjgax > 0,05).
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A frequéncia das categorias comportamentais das formigas, na presenca

das joaninhas adultas, ndo foi afetada pelo tamanho das coldnias, pelo sexo e
nem pela combinacdo destes efeitos (Tabela 11). O comportamento das formigas
também néo teve sua frequéncia alterada em funcdo do tamanho das colbnias
quando as larvas estavam presentes, exceto para o comportamento Atende, que
teve maior frequéncia nas formigas da col6nia pequena (F1 19 = 5,14; P = 0,0353)

(Tabela 12).
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TABELA 11. Anadlise estatistica (procedimento Glimmix) da frequéncia dos atos
comportamentais da formiga Camponotus punctulatus em
resposta a presenca de adultos e imaturos de Cycloneda
sanguinea em coldnia de Toxoptera citricidus.

Comportamento Efeito Adultos Imaturos

g.l. F P g.l. F P

Antena A Sexo - - - - - -

Tamanho - - - 1,19 0,02 0,8987
Sexo*Tamanho - - - - - -
Antena | Sexo 1,20 0,52 0,4806 - - -
Tamanho 1,20 0,01 0,9144 1,19 0,40 0,5338
Sexo*Tamanho 1,20 0,01 0,9144 - - -
Atende Sexo - - - - - -
Tamanho - - - 1,19 5,14 0,0353
Sexo*Tamanho - - - - - -
Agarra D Sexo - - - - - -
Tamanho - - - 1,19 0,52 0,4794
Sexo*Tamanho - - - - - -
Agarra P Sexo 1,20 1,92 0,1811 - - -
Tamanho 1,20 1,49 0,2357 1,19 0,11 0,7481
Sexo*Tamanho 1,20 1,92 0,1811 - - -
Flexao Sexo 1,20 2,31 0,1441 - - -
Tamanho 1,20 0,24 0,6262 1,19 1,17 0,2929
Sexo*Tamanho 1,20 231 0,1441 - - -
Limpa Sexo 1,20 2,11 0,1614 - - -
Tamanho 1,20 2,11 0,1614 1,19 0,42 0,5236
Sexo*Tamanho 1,20 2,11 0,1614 - - -
MOR Sexo 1,20 0,96 0,3377 - - -
Tamanho 1,20 3,78 0,0661 1,19 0,97 0,3369
Sexo*Tamanho 1,20 0,88 0,3581 - - -
Morde Sexo 1,20 1,93 0,1799 - - -
Tamanho 1,20 0,76 0,3937 1,19 0,14 0,7157
Sexo*Tamanho 1,20 2,35 0,1409 - - -
Persegue Sexo 1,20 0,05 0,8239 - - -
Tamanho 1,20 1,70 0,2073 - - -
Sexo*Tamanho 1,20 0,34 0,5665 - - -
Tamborila Sexo 1,20 0,81 0,3803 - - -
Tamanho 1,20 1,30 0,2670 1,19 0,00 1,000

Sexo*Tamanho 1,20 0,67 0,4243 - - -




TABELA 12. Frequéncia média (+ EP) dos atos comportamentais da formiga Camponotus punctulatus (f, colénia pequena; ff, colénia
grande) em resposta a presenca de adultos (fémeas e machos) e larvas de Cycloneda sanguinea em coldnia de
Toxoptera citricidus.
Ato comportamental
E! 2 F Antena | Agarra P"™ Flex&o™ Limpa®™ Abertura_ Morde® Persegue™  Tamborila™
mandibula

f(8)" 0,63 = 0,498 2,13 £ 1,469 3,88 £1,381 0,88 £ 0,581 - 29,50 + 11,611 0,38 £ 0,263 9,25 £ 4,678

ff (8) 0,63 = 0,498 0,13 £0,125 1,88 + 0,666 1,130,743 12,75 + 2,161 1,25 + 0,840 3,25+1,634

M f(7) 0,29 £ 0,286 0,86 + 0,404 - 9,14 + 2,241 0,57 £ 0,297 4,00 £ 3,117

ff (8) 0,38 £ 0,263 0,13 £0,125 1,88 + 1,093 0,38 £ 0,263 13,75 + 6,114 0,88 £ 0,398 3,00 £1,773

I L f(20) 18,20 + 3,514 3,75+ 1,487 a° 0,70 £0,231 1,05 + 0,336 4,90 +1,720 5,95 + 1,592 2,25 +£0,517 0,20 = 0,200
ff (20) 15,70 +2,847 1,20+0,731b 0,60 £ 0,266 0,60 £ 0,245 3,65 £ 0,862 7,90 £1,525 2,05 £ 0,285 0,20 £ 0,138

'E, estagio; A, adulto; |, imaturo;
’s, sexo; F, fémea; M, macho; L, larva;

°F, formigas;

*ntmero de repeticdes entre parénteses;

°(ns) = diferenca no significativa para 0 mesmo estagio (teste t; Psjgax > 0,05).

®médias seguidas de letras distintas diferem entre linhas do mesmo estagio (teste t; Psjgax < 0,05).
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4.2.7 Escore de agressao
Quanto ao escore de agressao (EAp) em resposta a presenca de fémeas e
machos adultos, os valores nao foram afetados pelo tamanho das col6nias (Fy, 20
=0,6; P =0,4487), sexo (F1, 20 = 2,17; P = 0,1562) e nem pela combinacado destes
(F1, 20 = 2,27; P = 0,1479). O mesmo padrao foi observado para escore modificado
EA;, que nado foi afetado nem pelo tamanho das colénias e nem pelo sexo
(Tamanho: F; 2 = 0,62; P = 0,4394; Sexo: F1 0 = 2,1, P = 0,1628;
Tamanho*Sexo: F1, 20 = 2,13; P = 0,1599) (Tabela 13).
Em relacdo a presenca das larvas, o tamanho das colonias também nao
afetou significativamente o escore de agressdo EAq (F1, 10 = 0,04; P = 0,8453) e

nem o escore EA; (F1, 19 = 0,05; P = 0,8329) (Tabela 13).

TABELA 13. Escores médio (+ EP) de agressdo (EA, e EA;) da formiga
Camponotus punctulatus (f, col6nia pequena; ff, colbnia grande)
em resposta a adultos (fémeas e machos) e larvas de Cycloneda
sanguinea em colonia de Toxoptera citricidus.

Estagio  Sexo Formiga EA"* EA,M
Adulto  Fémea f(8) 147,62 + 57,915 193,38 + 76,640
ff (8) 67,50 + 13,017 88,50 + 17,934
Macho f(7) 42,85+ 11,574 57,71 + 16,992
ff (8) 68,62 + 31,348 89,00 + 41,109
Imaturo  Larva f (20) 53,15 + 6,786 86,60 + 11,912
ff (20) 51,70 + 6,342 83,85 + 10,881

‘nimero de repeticdes entre parénteses;
?(ns) = diferenca nao significativa para 0 mesmo estagio (teste t; Psigax > 0,05).

4.2.8 Comportamento das joaninhas
O tempo até uma joaninha adulta encontrar a primeira formiga néao foi

afetado pelo tamanho das colbnias (F1, 20 = 1,03; P = 0,3215), sexo (F1, 20 = 1,11;
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P = 0,3056) e nem mesmo pela combinacao dos efeitos (F1, 20 = 1,38; P = 0,2539).
Na presenca de formigas da colénia pequena, fémeas e machos levaram,
respectivamente, 16,01 + 7,917 e 6,17 + 1,945 s para encontrar a primeira
formiga. Na presenca de formigas da colénia grande, fémeas e machos levaram,
respectivamente, 6,33 + 1,064 e 6,87 = 2,482 s para encontrar a primeira formiga.
Da mesma forma, o tempo até uma fémea encontrar o primeiro pulgdo nao foi
afetado pelo tamanho das colonias e nem pelo sexo (Tamanho: F; 2 = 0,81; P =
0,3786; Sexo: F1, 20 = 1,97; P = 0,1757; Tamanho*Sexo: F1, 20 = 0,81; P = 0,3786.
Independentemente do tamanho das colbnias, os machos nunca chegaram a
encontrar um pulgdo. As fémeas levaram 3,08 + 2,491 e 0,67 = 0,673 s para
encontrar o primeiro pulgdo na presenca de formigas da colonia pequena e da
colénia grande, respectivamente.

As larvas levaram tempo semelhante para encontrar a primeira formiga (F,
19 = 0,04; P = 0,8367), sendo 69,68 + 14,053 e 75,96 + 30,346 s na presenca das
formigas da colénia pequena e da coldnia grande, respectivamente. O tempo até
encontrar o primeiro pulgdo também ndo foi influenciado pelo tamanho das
colonias (F1 19 = 0,02; P = 0,8903), sendo de 72,24 + 32,356 e 63,15 + 56,496 s
na presenca das formigas da colbnia pequena e da colbnia grande,
respectivamente.

Das seis categorias comportamentais registradas para C. sanguinea,
Lateraliza e Recolhe foram exclusivas de adultos, enquanto que Sangramento
somente foi registrado no comportamento das larvas. Os machos nédo foram
observados realizando o comportamento Preda, que ocorreu em fémeas e larvas.

O tempo de duracédo dos comportamentos de adultos ndo foi afetado pelo
tamanho da colonia das formigas, pelo sexo e nem pela combinacdo destes

efeitos, exceto para o comportamento Para, que ocorreu por mais tempo nas
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fémeas (F1, 20 = 5,29; P = 0,0324) (Tabela 14). A duracdo das categorias

comportamentais das larvas nao foi afetada pelo tamanho das colénias (Tabela

15).

TABELA 14. Andlise estatistica (procedimento Glimmix) do tempo de duracéo
dos atos comportamentais de adultos e imaturos de Cycloneda
sanguinea em reposta a presenca da formiga Camponotus
punctulatus em coldnia de Toxoptera citricidus.

Comportamento Efeito Adultos Imaturos

g.l. F P g.l. F P

Fuga Sexo 1,20 0,21 0,6501 - - -

Tamanho 1,20 0,97 0,3366 1,19 2,16 0,1584
Sexo*Tamanho 1,20 0,15 0,6981 - - -
Para Sexo 1,20 5,29 0,0324 - - -
Tamanho 1,20 2,57 0,1246 1,19 0,23 0,6339
Sexo*Tamanho 1,20 1,27 0,2723 - - -
Lateraliza Sexo 1,20 1,75 0,2002 - - -
Tamanho 1,20 1,57 0,2249 - - -
Sexo*Tamanho 1,20 2,34 0,1421 - - -
Recolhe Sexo 1,20 0,04 0,8518 - - -
Tamanho 1,20 1,20 0,2862 - - -
Sexo*Tamanho 1,20 0,64 0,4324 - - -
Preda Sexo 1,20 1,08 0,3121 - - -
Tamanho 1,20 0,84 0,3692 1,19 0,97 0,336

Sexo*Tamanho 1,20 0,84 0,3692 - - -




TABELA 15.

Tempo médio (s) de duracao (+ EP) dos atos comportamentais de adultos (fémeas e machos) e de larvas de Cycloneda

sanguinea em resposta a formiga Camponotus punctulatus (f, colénia pequena; ff, colénia grande) em colbnias de

Toxoptera citricidus.

Ato comportamental

Estadgio Sexo Formiga Fuga"? Parada Lateraliza™ Recolhe® Preda®
Adulto Fémea f (8)1 19,35 + 8,003 6,50 + 3,383 a° 41,16 = 27,017 1,44 + 1,06 7,83 £ 7,708
ff (8) 27,77 £ 14,696 1,96 +1,735a 1,98 £ 0,871 2,01 £ 1,696 0,47 £0,474
Macho f(7) 7,18 £ 3,697 - 0,96 £ 0,509 0,39 £0,193 -
ff (8) 26,82 =+ 21,590 0,02+0,020b 4,85 £ 2,929 3,90 + 3,454 -

Imaturo Larva f(20) 130,47 + 51,567

ff (20) 51,49 + 17,748

413,26 + 101,514 a

363,98 + 103,862 a

260,35 *+ 93,296

152,98 + 83,573

“nimero de repeticdes entre parénteses;

2(ns) = diferenca néo significativa para 0 mesmo estagio (teste t; Psjgax > 0,05).
*médias seguidas de letras distintas diferem entre linhas para o mesmo estagio (teste t; Psjgax < 0,05).
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A frequéncia das categorias comportamentais de adultos nao teve
influéncia do tamanho da colénia de formigas, nem do sexo e nem pela
combinacéo destes dois efeitos, exceto pelos comportamentos Fuga e Para, que
ocorreram mais em fémeas (Fuga: Fy, 20 = 5,73; P = 0,0266; Para: F; » = 6,36; P
= 0,0203) (Tabela 16). O comportamento Lateraliza, so registrado em adultos, foi
significativamente afetado pela combinacdo dos efeitos tamanho da colonia e
sexo (Fi1, 20 = 4,69; P = 0,0425), decorrente da tendéncia de maior frequéncia
deste comportamento nas fémeas em relacdo aos machos na presenca das
formigas da colénia pequena (t1, 20 = 2,58; P = 0,0179; Psjgakx = 0,1025). O
tamanho das colénias de formigas ndo teve efeito sobre a frequéncia

comportamental das larvas (Tabela 17).
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TABELA 16. Andlise estatistica (procedimento Glimmix) da frequéncia dos atos
comportamentais de adultos e imaturos de Cycloneda sanguinea
em reposta a presenca da formiga Camponotus punctulatus em
colénia de Toxoptera citricidus.

Comportamento Efeito Adultos Imaturos

g.l. F P g.l. F P

Fuga Sexo 1,20 5,73 0,0266 - - -

Tamanho 1,20 1,73 0,2030 1,19 0,04 0,8438
Sexo*Tamanho 1,20 0,01 0,9329 - - -
Para Sexo 1,20 6,36 0,0203 - - -
Tamanho 1,20 0,08 0,7822 1,19 0,04 0,8379
Sexo*Tamanho 1,20 0,71 0,4105 - - -
Lateraliza Sexo 1,20 2,42 0,1352 - - -
Tamanho 1,20 0,46 0,5051 - - -
Sexo*Tamanho 1,20 4,69 0,0425 - - -
Recolhe Sexo 1,20 1,76 0,1992 - - -
Tamanho 1,20 0,21 0,6552 - - -
Sexo*Tamanho 1,20 0,02 0,8981 - - -
Preda Sexo 1,20 1,99 0,1739 - - -
Tamanho 1,20 0,88 0,3584 1,19 1 0,3299
Sexo*Tamanho 1,20 0,88 0,3584 - - -
Sangra Sexo - - - - - -
Tamanho - - - 1,19 2,27 0,1485

Sexo*Tamanho - - - - - -




TABELA 17.

Frequéncia média (x EP) dos atos comportamentais de adultos (fémeas e machos) e de larvas de Cycloneda sanguinea
em resposta a formiga Camponotus punctulatus (f, colénia pequena; ff, colbnia grande) em coldnias de Toxoptera

citricidus.
Ato comportamental
Estagio Sexo Formiga Fuga Para Lateraliza™?®  Recolhe®™ Sangra™ Preda®™)
Adulto Fémea f (8)1 3,00+0,535a° 0,75+0,313a 2,88 £1,025 1,00 £ 0,500 - 0,63 = 0,498
ff (8) 400+1,282a 0,50£0,267 a 1,13+ 0,398 1,25+£0,773 - 0,13+ 0,125
Macho f(7) 1,00+£0,218b - 0,57 £ 0,297 0,57 = 0,297 - -
ff (8) 2,13+0,875b 0,13+0,125b 1,50 £ 0,866 0,63 + 0,375 - -
Imaturo Larva f(20) 3,60x£0,745a 4,15+0,726a - - 0,25+ 0,123 0,55 + 0,153
ff (20) 3,40£0,933a 3,95+0,972a - - 0,05 = 0,050 0,35+ 0,167

"nimero de repeticdes entre parénteses;

’médias seguidas de letras distintas diferem entre linhas para 0 mesmo estagio (teste t; Pgigax < 0,05);

3(ns) = diferenca néo significativa para o mesmo estégio (teste t; Psjgax > 0,05).

69
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A frequéncia com que os adultos alteraram o comportamento anterior quando
encontraram as formigas nao foi afetado pelo tamanho das col6nias (F1, 20 = 0,00; P
=0,9831), sexo (F1, 20 = 0,44; P = 0,5136) e nem pela combinacdo de ambos (F1, 20 =
0,77; P = 0,3895). O tamanho das colbnias também nao teve efeito significativo para
as larvas considerando a frequéncia de alteracdo do comportamento (F; 19 = 0,03; P
= 0,8582) (Tabela 18).

A frequéncia com que os adultos mantiveram o comportamento anterior
quando encontraram as formigas néo foi afetado pelo tamanho das col6nias (F1, 20 =
1,70; P = 0,2068), sexo (F1, 20 = 0,09; P = 0,7665) e nem pela combinacdo destes
efeitos (F1, 20 = 0,01; P = 0,9211). Nas larvas, a frequéncia de alteragdo do
comportamento também teve influéncia do tamanho das colonias (F;, 19 = 0,43; P =

0,5177) (Tabela 18).

TABELA 18. Frequéncia média (+ EP) de alteracdo e manutencdo do
comportamento de adultos (fémeas e machos) e de larvas de
Cycloneda sanguinea quando encontram a formiga Camponotus
punctulatus (f, colénia pequena; ff, colénia grande) em colbnia de
Toxoptera citricidus.

Estagio  Sexo Formiga Altera " Mantem ')
Adulto  Fémea f(8)! 1,88 = 0,581 0,75+ 0,164
ff (8) 1,38 £ 0,706 1,63+ 0,706

Macho f(7) 1,00 £ 0,309 1,00 £ 0,378

ff (8) 1,50+£0,732 1,75+ 0,901

Imaturo Larva f (20) 1,70+ 0,341 1,05 + 0,256
ff (20) 1,65 + 0,399 0,75+0,376

‘nimero de repeticdes entre parénteses;

2(ns) = diferenca néo significativa para 0 mesmo estagio (teste t; Psjgax > 0,05).
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4.2.9 Escore de reacao

O escore de reacdo (ERp) dos adultos foi maior para as fémeas (F1 20 = 6,37;
P = 0,0201) e nao foi afetado pelo efeito tamanho das colénias ou pela combinacéo
(Tamanho: Fy, 0 = 0,29; P = 0,5932; Tamanho*Sexo: F; 2 = 1,04; P = 0,3209). O
tamanho das coldnias também néao influenciou o escore de reacéo das larvas (F1, 19

=0,01; P = 0,9311) (Tabela 19).

TABELA 19. Escore médio (x EP) de reacdo (ER() de adultos (fémeas e machos)
e de larvas de Cycloneda sanguinea em resposta a presenca da
formiga Camponotus punctulatus (f, colénia pequena; ff, colonia
grande) em coldnia de Toxoptera citricidus.

Estagio Sexo Formiga ERo
Adulto Fémea f (8)" 35,63 + 7,478 a*
ff (8) 32,75+ 7,681 a
Macho f(7) 14,43 +2,202 b
ff (8) 23,63 8,349 b
Imaturo Larva f (20) 20,75+ 3,635 a
ff (20) 21,20 + 4,778 a

‘nimero de repeticdes entre parénteses;
’médias seguidas de letras distintas diferem para o mesmo estagio (teste t; Psjgax < 0,05).



5 DISCUSSAO

As interacbes mutualisticas formigas-hemipteros s&o dinamicas e
dependentes do contexto (Yoo & Holway, 2011), sendo que os custos e beneficios
da interacdo variam de acordo com o cenario ecolégico (Cushman & Whithman,
1989; 1991). A relacdo entre o custo/beneficio provido pela interacdo pode estar
ligada a densidade dos organismos envolvidos (Bronstein, 1994; Holland &
DeAngelis, 2002). Na associacdo entre a formiga C. punctulatus e o pulgdo T.
citricidus, o atendimento, na auséncia de predadores, promoveu aumento da
fecundidade média, da taxa intrinseca de crescimento e da taxa finita de aumento
em Ea e Ec, mas nao teve qualquer efeito sobre Eg. A intensidade de atendimento
parece ter sido um fator fundamental para as diferencas encontradas. Nos dois
experimentos (Ex e Ec) onde os pulgbes atendidos apresentaram alteragédo dos
parametros avaliados, a intensidade de atendimento foi maior do que no outro
experimento (Eg).

O aumento da fecundidade média esteve acompanhado da reducdo da
longevidade, em Ec, 0 que levanta a questdo se esta reducéo seria considerada um
efeito positivo ou negativo para o pulgdo T. citricidus. Flatt & Weisser (2000)
consideraram o0 aumento da longevidade dos pulgbes atendidos como um fator
positivo, pois outros parametros biolégicos, como o tamanho dos individuos, foram

também superiores naqueles pulgdes. Os pesquisadores observaram que a
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fecundidade total, a fecundidade média e a longevidade do pulgdo Metopeurum
fuscoviride atendido pela formiga Lasius niger em Tanacetum vulgare (Asteraceae)
sdo superiores aos dos pulgbes ndo atendidos. Além disso, encontraram que as
variacbes para a fecundidade total e a longevidade estavam positivamente
correlacionadas a intensidade do atendimento das formigas.

No presente estudo, os pulgbes nao tiveram seus dados biométricos
avaliados. Entretanto, levando-se em consideracdo a reducdo do intervalo médio
entre geracdes e o tempo de duplicacdo, além do aumento da fecundidade diaria
para o primeiro dia, € plausivel considerar a reducao da longevidade como um fator
positivo. Além disso, a fecundidade total ndo foi afetada, indicando que o
atendimento acelera os eventos da histéria de vida do pulgdo. Com base na
simulacédo do crescimento populacional pode-se supor que a diferenca no niumero de
prole gerada em um Unico dia leva a um incremento populacional mais rapidamente.
Esta situacdo parece ser ideal ao pulgdo-preto-dos-citros, ja que as brotaces tém
duracéo reduzida.

A fecundidade total de T. citricidus, ndo sofreu influéncia do atendimento pela
formiga, apesar de outros estudos relatarem que o atendimento pode levar ao
aumento deste parametro (El-Ziady & Kennedy, 1956; Banks, 1958; El-Ziady, 1960).
J4 o afideo Tuberculatus quercicola sofreu custos significativos quando atendido
pela formiga Formica yessensis em Quercus dentata (Fagaceae) (Yao et al. 2000).
Neste sistema, os individuos atendidos pelas formigas geraram adultos menores e
menos fecundos (namero total de embrides) como resultado de uma provavel maior
alocacao dos aminoécidos ingeridos pelo pulgdo para o honeydew em detrimento do
préprio desenvolvimento e da prole.

E reconhecido que os afideos alteram o comportamento em funcéo de

receberem ou ndo o atendimento pelas formigas (Way, 1963; Rauch et al., 2002). A
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taxa de excre¢do do honeydew, particularmente, € muito influenciada por estimulos
tacteis (Banks & Nixon, 1958). No afideo Aphis craccivora, a taxa de excrecao dos
pulgbes aumentou cerca de sete vezes nos atendidos (Takeda et al., 1982) e, em
Aphis fabae, o aumento foi de duas vezes (Banks & Nixon, 1958). Estes fatos
sugerem que o atendimento pelas formigas estimula a alimentacéo e a consequente
taxa de liberacdo. Banks & Nixon (1958) confirmaram que a taxa de alimentacéo do
pulgdo A. fabae atendido € maior e, portanto, o afideo altera a atividade de
alimentacdo pelo controle da bomba de succdo localizada na sua cabeca.
Empregando uma técnica diferente de estudo, Rauch et al. (2002) ndo detectaram
esta alteracao para o pulgdo Metopeurum fuscoviride quando atendido pela formiga
Lasius niger.

O aumento da taxa de alimentacdo de pulgbes atendidos nao leva,
necessariamente, ao aumento proporcional nas taxas reprodutivas per capita (Banks
& Nixon, 1958; Takeda et al., 1982). Segundo Yao et al. (2000) o fato de o aumento
na taxa de alimentacdo e/ou excrecdo nao levar ao aumento da taxa reprodutiva
correspondente poderia estar ligado ao fato de que quanto mais rapida for a
absorcdo de nutrientes pelos pulgbes mais rapida serd possivel a liberacdo do
honeydew as formigas, sem que seja utilizado pelo préprio pulgdo. Por outro lado,
nao ha indicacdo de que o oposto ndo ocorra, isto é, a maior taxa de alimentacéo
provocada pela pressao das formigas poderia, caso houvesse nutrientes suficientes,
promover tanto a liberagcdo de uma quantidade/qualidade de honeydew as formigas
quanto a utilizacdo dos nutrientes para o desenvolvimento dos pulgdes e aceleragao
da maturacdo dos embrides. Esta hipdtese poderia ser aplicada os resultados
encontrados no presente estudo, isto €, auséncia de efeito sobre a fecundidade total
e aumento da taxa de fecundidade. Embora néo tenha sido estudada a interacao

com formigas, Nevo & Coll (2001) observaram que o aumento da adubacao
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nitrogenada em algodoeiro provoca aumento da fecundidade e da taxa intrinseca de
crescimento do pulgdo Aphis gossypii. Somado a isso, 0s autores detectaram que o
estado nutricional da planta dos progenitores tem mais influéncia na histéria de vida
do que o estado da planta onde o pulgdo esta se alimentando. Esse efeito ja foi
relatado e descrito, sendo parte da biologia dos afideos que apresentam geracdes
telescopicas (Dixon, 1998). Entretanto, no presente estudo todas as plantas foram
adubadas igualmente antes e durante a realizacdo dos experimentos.

Outra hipbétese que poderia explicar o aumento da fecundidade diaria e
reducado da longevidade dos resultados esta ligada ao efeito “tranquilizador” sobre os
pulgbes atendidos (El-Ziady, 1960; Way, 1963). No estudo de Oliver et al. (2007), o
pulgdo Aphis fabae apresenta redugcdo da velocidade de deslocamento e da
velocidade de dispersdo quando estd sobre um substrato visitado pela formiga
Lasius niger.

No presente estudo ndo foram detectados efeitos negativos na biologia do
pulgdo em fungéo do atendimento, embora um dos trés experimentos ndo tenha tido
qualquer efeito sobre os pulgbes. E possivel que o requerimento de proteinas de C.
punctulatus fosse inferior ao de colénias com rainhas em condi¢cdes naturais, mas
isto ndo pode ser verificado. Se esta hipétese fosse verdadeira e, se a fonte de
proteinas em colonias com rainhas fosse obrigatoriamente satisfeita através da
predacdo de insetos, entdo a pressao sobre os pulgdes atendidos nos experimentos
estaria subestimada em relacdo aquela esperada sob condi¢cdes naturais. Mas, nos
experimentos realizados, as operarias geraram machos alados, provavelmente em
funcdo da propria auséncia de rainhas (Holldobler & Wilson, 1990), o que permite
afirmar que as colbnias apresentavam necessidade de proteinas para o
desenvolvimento destes individuos (Markin, 1970; Sorensen & Vinson, 1981; Beattie,

1985; Cassill & Tschinkel, 1999). Além disso, as formigas utilizadas nos
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experimentos nao recebiam qualquer fonte de proteinas ha sete dias, bem como nao
receberam durante a realizacdo dos mesmos. Entdo, de que forma as coldnias eram
supridas com quantidades significativas de proteinas?

O honeydew é considerado como a principal fonte de recurso alimentar para
as espécies de Camponotus (Levieux, 1975; Levieux & Louis, 1975; Fowler &
Roberts, 1980; Retana et al., 1988; Rico-Gray & Sternberg, 1991). Além dos
acucares presentes no honeydew, estdo presentes aminoacidos, amidos, lipidios,
esterdis, acidos organicos, auxinas, sais e minerais e vitaminas do complexo B
(Maltais & Auclair, 1952; Auclair, 1963; Way, 1963; Strong, 1965), embora nem
todos os dez aminoacidos essenciais estejam presentes (Hagen, 1987). Sera que,
sob condi¢Bes naturais, ou mesmo em laboratério com auséncia da rainha, porém
com producdo de machos, o honeydew sozinho poderia suprir as necessidades
nutricionais da colonia sem que os pulgdes tivessem que ser predados?

A presenca de endosimbiontes em espécies de Camponotus esta ligada a
sintese de amino&cidos essenciais, mesmo nas formigas que se alimentavam de
dietas sem qualquer aminoacido (Feldhaar et al.,, 2007). Um endosimbionte
intracelular obrigatério, do género Blochmannia, ja foi encontrado em mais de 30
espécies de Camponotus (Bolton, 1995; Sameshima et al., 1999; Sauer et al., 2000;
Degnan et al., 2004). Blochmannia é capaz de sintetizar todos os aminoacidos
essenciais, exceto arginina, e aminoacidos nao-essenciais (Gil et al., 2003; Zientz et
al., 2004; Degnan et al., 2005). Também ha indicios de que este endosimbionte seja
capaz de sintetizar tirosina, um aminoacido que esta relacionado a formacao e
coloracao da cuticula (Hopkins & Kramer, 1992).

Desta forma, uma dieta pobre em aminoacidos poderia nédo interferir na
interacdo mutualistica entre as espécies de Camponotus e 0s seus trofobiontes, isto

€, independente das necessidades nutricionais da prole, as formigas poderiam
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manter o atendimento aos pulgdes sem terem o0 comportamento alterado a predacéao
ou mesmo “forgando” os pulgdes a liberarem um honeydew rico em nitrogénio em
detrimento do seu desenvolvimento e da sua prole (Yao et al., 2000).

Ademais, o pulgdo T. citricidus nunca foi observado sendo predado pela
formiga C. punctulatus em observacdes de campo e laboratério com coldnias
contendo rainha e prole (obs. pessoal). Este fato é extremamente importante, ja que
algumas espécies de formigas que apresentam interacdo mutualistica com pulgdes,
como L. niger, ja foram relatadas tanto atendendo quanto predando o pulgdo Aphis
fabae em funcgédo de requerimentos nutricionais (Offenberg, 2001).

Considerando o que foi exposto, os efeitos da formiga sobre os pulgdes
encontrados no presente estudo poderiam ser condensados na ideia que o pulgéo T.
citricidus atendido pela formiga C. punctulatus parece acelerar os processos da sua
histéria de vida, incluindo ai a reducdo da longevidade, do intervalo médio entre
geracdes e do tempo de duplicagdo, bem como do aumento da taxa de fecundidade.
Com base nos trabalhos publicados e aqui referidos, parece que uma hipétese
explicativa plausivel esta relacionada ao seguinte cenario: os pulgdes atendidos sédo
solicitados pelas formigas a aumentar a taxa de liberacdo de honeydew, o que
provoca o aumento da taxa de alimentacdo, que € possivel pela disponibilidade de
nutrientes na planta (adubada pré-experimentacéo) e incrementada pela reducéo do
tempo em que os pulgdes se deslocam pela planta em funcdo da marcagao quimica
deixada pelas formigas. O aumento da taxa de liberagcédo e alimentacdo nao priva os
pulgbes de nutrientes, mas provoca a aceleracdo da maturacdo dos embrides e
consequente aumento da fecundidade média acompanhada pela reducdo da
longevidade, em E¢, dependendo da intensidade do atendimento.

A estes resultados da interacdo formiga-pulgdo, somam-se os achados

quando a interagcdo incluiu o predador C. sanguinea. As formigas protegem,



78
parcialmente, o pulgdo do ataque, como também é relatada para outras interacbes
(Bartlett, 1961; Banks, 1962; Jiggins et al., 1993). Esta protecdo € dependente do
estagio de vida da joaninha, sendo mais pronunciada em machos do que em
fémeas. Ja as larvas de 1° instar sdo toleradas por mais tempo do que adultos em
colonias do pulgdo atendidas pela formiga C. punctulatus, dependendo da
intensidade de atendimento provida aos pulgdes.

Neste estudo, os adultos foram perseguidos pelas formigas, como descrito em
outros trabalhos (Bradley, 1973; McLain, 1980; Itioka & Inoue, 1996; Sloggett, 1998),
enquanto que as larvas ndao, mesmo quando estas fugiram. Em resposta ao ataque
pelas formigas, as larvas geralmente se mantiveram imoveis, embora em algumas
ocasifes tenham fugido e caido da planta ou tenham sido carregadas para fora da
mesma, comportamentos também ja descritos para outras espécies (Bradley, 1973;
Vinson & Scarborough, 1989; Bach, 1991, Jiggins et al., 1993; Sloggett & Majerus
2003). Mesmo na presenca das larvas, as formigas atenderam os pulgdes, deixando
de lado as mesmas, comportamento mais frequente e mais duradouro quando a
intensidade de atendimento foi menor. Este comportamento ndo havia sido relatado
em trabalhos anteriores.

A tolerancia das joaninhas a agressividade das formigas depende, em parte,
da sua capacidade de defesa (Majerus et al., 2007). Como observado no presente
estudo, a defesa dos coccinelideos pode ser comportamental, fisica ou quimica,
podendo ser dependente do estagio de vida da joaninha (Pasteels et al., 1973,;
Richards, 1980, 1985; Majerus, 1994).

Em resposta ao ataque, as larvas geralmente fugiram se deslocando em outra
direcdo ou cairam das plantas, enquanto os adultos, além de fugirem caminhando,
geralmente voam (Banks, 1962; Bradley, 1973; Itioka & Inoue, 1996). Muitas vezes a

defesa das larvas foi permanecer imovel, mesmo quando as formigas as agrediam.
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O mesmo foi verificado em adultos, porém estes geralmente recolhiam pernas e
antenas e aproximavam 0 corpo ao substrato, comportamento reconhecido como
clamp down (Bradley 1973; Jiggins et al. 1993; Majerus 1994). Além disso, 0s
adultos também lateralizavam o corpo em direcdo a formiga de forma a tocar o corpo
com o substrato, comportamento comum em Coccinellinae (Jiggins et al., 1993;
Sloggett, 1998).

O sangramento foi registrado nas larvas e, embora néo visualizado nas
fémeas, este pode ter ocorrido, pois as formigas foram observadas se limpando
apos o contato com as mesmas. Durante o sangramento sao liberados alcaloides e
pirazinas (Moore et al., 1990; Daloze et al., 1995), substancias com propriedades
repelentes (Happ & Eisner, 1961; Pasteels et al., 1973; Sloggett, 1998). A frequéncia
com que adultos realizam o sangramento parece depender tanto da espécie de
joaninhas quanto da intensidade do ataque e quando nao ha opcéo de voo (Marples,
1993; Jiggins et al., 1993; Banks, 1962; Bhatkar, 1982; Majerus, 1994). Por sua vez,
as larvas facilmente sangram em resposta ao ataque (El-Ziady & Kennedy, 1956;
Happ & Eisner, 1961; Bradley, 1973; Sloggett, 1998), ja que estas correm mais risco

de serem atacadas do que os adultos (Majerus, 1994).



6 CONCLUSOES

A formiga Camponotus punctulatus tem efeito nulo a positivo sobre a histéria
de vida do pulgdo Toxoptera citricidus. Quando hé efeito, a fecundidade média dos
pulgbes atendidos € maior, podendo, também, apresentar reducéo da longevidade e
da duracéao do ciclo total.

Os pulgdes afetados pelo atendimento apresentam elevacao da taxa liquida
de reproducéo (r,), da taxa intrinseca de crescimento (r,) e taxa finita de aumento
(A), ao passo que tém reducao do intervalo médio entre geracdes (img) e do tempo
de duplicacao (td).

As formigas protegem os pulgdes ao ataque de joaninhas adultas, embora as
larvas de 1° instar sejam parcialmente toleradas. O tempo de permanéncia de larvas

€ menor quando a taxa de atendimento de C. punctulatus ao pulgéo é maior.



7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente trabalho fornecem informacdes relevantes e
inéditas sobre a interacdo da formiga C. punctulatus com o pulgédo T. citricidus na
presenca e na auséncia do predador C. sanguinea.

A biologia do pulgdo pode ser tanto alterada quanto mantida em resposta as
formigas atendentes. Supfe-se que esta variacdo esteja ligada a intensidade do
atendimento, muito embora isto ndo possa ser verificado. Para tal, outros estudos
devem ser realizados levando-se em conta a relagdo de denso-dependéncia entre
0s organismos, manipulando-se a densidade de pulgdes por planta, ao invés de
manipular a densidade de formigas com base no tamanho de suas colbnias. Seria
muito interessante também considerar o efeito do atendimento sobre a qualidade do
honeydew dos pulgdes, pois isso elucidaria de que forma os pulgbes alocam a
energia disponivel no alimento em resposta as formigas.

Embora as formigas protejam os pulgdes do ataque de adultos de C.
sanguinea de ambos os sexos, as larvas sdo mais toleradas. Novamente, ha indicios
de que a taxa de atendimento é um fator importante na resposta das formigas. Ha de
se considerar o efeito do modelo experimental para a avaliacdo da interacéo.
Quando o predador foi introduzido nas plantas, as formigas ja estavam atendendo
aos pulgbes, uma situacdo semelhante ao que pode ser visto em campo com
adultos da joaninha, que chegam a planta em voo. Entretanto, as larvas nunca

chegam a colbnia de pulgbes dessa forma, e, as observacdes realizadas durante
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este estudo mostram que as larvas se aproximam lentamente dos pulgdes. Assim, a
resposta das formigas as larvas pode ter sido influenciada pela técnica e, sob
condi¢cbes naturais, a agressividade das formigas poderia ser menor. Para melhor
elucidar a interacdo formiga-pulgdo-joaninha é necessario conduzir ensaios a
campo, onde o experimentador tenha efeito reduzido sobre a interagao.

Por fim, estudos de campo que avaliem a densidade dos organismos na
interacdo formiga-pulgdo-joaninha, ao longo do tempo, sédo fundamentais para
verificar e validar os resultados aqui apresentados. Somente assim sera possivel
afirmar se ha indicacéo para a remocao das formigas no sistema em que se objetive

o controle biologico dos pulgdes.
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