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RESUMO

As plantas podem utilizar multiplas defesas para minimizar os efeitos do ataque de
herbivoros, variando em eficicia e intensidade, em diferentes escalas espaco - temporais.
Ipomoea carnea subsp. fistulosa (Convolvulaceae) possui mecanismos de defesa intrinsecos
(latex e defesas gquimicas) e extrinsecos (inimigos naturais), mas se desconhece como estes
variam temporalmente. Estudamos uma populagdo natural de I. carnea no Pantanal, MS, Brasil;
mensurando mensalmente caracteristicas fenoldgicas, ocorréncia de herbivoros foliares e
inimigos naturais, exsudacdo de latex, percentagem de herbivoria e quantidade de defesas
quimicas, e a inundacdo como fator abidtico, durante novembro/2012 a outubro/2013. Nossos
resultados mostraram que 0s mecanismos de defesa intrinsecos se correlacionaram
negativamente com os extrinsecos, os primeiros foram mais intensos em relagdo as estruturas
vegetativas e os segundos as reprodutivas. A variacdo temporal dos mecanismos se relacionou a
fatores abidticos, principalmente a inundacdo (diminuicdo dos intrinsecos e aumento dos
extrinsecos), e ndo da herbivoria como se esperava. Os mecanismos extrinsecos se
correlacionaram positivamente com os herbivoros e herbivoria, e especialmente as formigas
representaram uma defesa constante e eficiente. Os custos foram baixos em relagdo aos
beneficios ecolégicos, devido a uma estratégia de defesa multipla, combinando a estratégias
fenoldgicas com mecanismos de defesa extrinsecos e intrinsecos, resultando em uma baixa e
constante percentagem de herbivoria. Concluimos que 1. carnea desenvolve variados
mecanismos de defesa a custos ecoldgicos baixos em vez de mudar de defesa no ambito dos
quadros rigidos de demandas conflitantes, garantindo uma prote¢do constante contra herbivoria
apesar das pressdes ambientais e caracteristicas fenoldgicas que determinam sua variagdo

temporal.

Palavras-chave: custo/beneficio ecoldgico, demandas conflitantes, fenologia, inundacéo,

interaco inseto-planta



ABSTRACT

Temporal variation of defense mechanisms against herbivory in Ipomoea carnea
subsp. fistulosa (Convolvulaceae)

Plants may use multiple defenses to minimize the effects of herbivore damage, varying
in intensity and effectiveness in different spatial and temporal scales. Ipomoea carnea subsp.
fistulosa (Convolvulaceae), has defense intrinsic defense mechanisms (latex and chemical
defenses) and extrinsic (natural enemies), but it is unknown how they vary temporally. We
studied a natural population of I. carnea in the Pantanal Wetland, Brazil; each month we
measured phenological characteristics, occurrence of leaf herbivores and natural enemies, latex
exudation, percentage of herbivory and chemical defenses, and flood as abiotic factor, from
November 2012 to October 2013. Our results showed that the intrinsic defense mechanisms were
negatively correlated with extrinsic, the former were more intense compared to vegetative and
the second to reproductive structures. The temporal variation of mechanisms depended on abiotic
factors, especially the flood (decrease of intrinsic and increase of extrinsic) and not on herbivory
as expected. Costs were low in relation to the ecological benefits, due to a strategy of multiple
defense, combining phenological strategies and extrinsic and intrinsic defense mechanisms,
resulting in a low and constant percentage of herbivory, ensuring successes in vegetative and
sexual reproduction, without displaying possible trade-offs with the defenses. We conclude that I.
carnea develops various defense mechanisms with low ecological costs instead of changing
defense under the rigid frames of trade-offs, ensuring constant protection against herbivory in
spite of environmental pressures and phenological characteristics that determine their temporal

variation.

Palavras-chave: ecological cost-benefit, flood, phenology, plant-insect interactions, trade-off



INTRODUCAO

As plantas alteram suas caracteristicas ao longo do seu ciclo de vida, em relacdo aos
fatores ambientais, tanto abidticos (e.g. clima, solo, etc.) quanto bidticos (e.g. herbivoria,
competigdo, etc.), que encontram no seu habitat. Especialmente, uma variagdo nas caracteristicas
de crescimento e reproducdo produz complexas interacdes entre plantas e herbivoros. Ao longo
do tempo evolutivo, a forte pressdo exercida por herbivoros levou as plantas desenvolverem
diferentes mecanismos de defesa para reduzir os danos por herbivoria (Marquis 1984; Coley &
Kursar 1996).

Defesa é uma caracteristica que confere um aumento na aptiddo da planta na presenca de
herbivoros (Karban & Baldwin 1997; Strauss & Agrawal 1999; Mauricio 2000). O aumento de
defesas pode ser induzido pelos ataques de herbivoros, mas como essas sdo custosas para a
planta, seriam produzidas somente em grande quantidade quando nessas circunstancias (Karban
& Baldwin 1997; Nufez-Farfan et al. 2007). Respostas induzidas podem aumentar a aptidao da
planta por meio de varios mecanismos: reducdo da preferéncia do herbivoro, mediante a indugéo
de defesas, e reducdo da qualidade e quantidade do recurso (Agrawal 2006; Craig 2010). No
entanto, o custo que impde a herbivoria reduz a quantidade de recursos para reproducéo e
crescimento, gerando demandas conflitantes (Stowe & Marquis 2011; Lind et al. 2013), que
podem afetar o equilibrio dos individuos em uma populagdo vegetal (Koricheva et al. 2004;
Andrieu et al. 2011).

Embora, fatores bidticos sejam certamente importantes, maior atencdo deve ser dada a
fatores abidticos como determinantes das interacdes herbivoro planta (Heil et al. 2000;
Stinchcombe 2002; Rico-Gray et al. 2012) ja que influenciam a aptiddo das plantas,
principalmente na fenologia (Carroll & Quiring 2003; Freeman 2003) e no desenvolvimento e
estabelecimento das populagdes de insetos herbivoros (Anu et al. 2009). Além disso, esses
fatores s@o importantes para obter uma relacdo mais completa dos padres de variacdo dos
mecanismos de defesa em relagdo a variagdo do ambiente dentro de uma populacdo ou
comunidade (Stinchcombe 2002; Newton et al. 2010; Rico-Gray et al. 2012; Castillo et al. 2013;
Falcdo et al. 2013).

A producdo de mecanismos de defesas tem custos e beneficios ecoldgicos para as
plantas, diretamente relacionados com sua eficiéncia e limitagdes (Coley & Kursar 1996; Heil
2002; Strauss et al. 2002). O uso de estratégias multiplas e graduais de defesa fornece um

beneficio ecoldgico constante, sem representar demandas conflitantes consideréveis (Koricheva
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et al. 2004; Quintero & Brower 2013) que possam interferir com as demais fungdes da planta,
como crescimento e reproducdo (Vannette & Hunter 2011; Cipollini & Heil 2010; Matyssek et
al. 2012). Por outro lado, a existéncia dessas estratégias em plantas torna necesséria a
reexploracdo das interacbes entre plantas e herbivoros (Sowell & Wolfe 2010; Vergeés et al.
2007). O uso de multiplos mecanismos de defesa contra herbivoria podem variar em eficécia e
intensidade, e em diferentes escalas temporais e espaciais para diferentes herbivoros (Mauricio et
al. 1997). Nesse contexto, estudos que incorporem abordagens multiplas observando vérias
defesas sob diferentes escalas (Schneider 2001) serdo os mais provaveis de definirem a natureza,
as demanda conflitantes, as limitacBes e os custos/beneficios ecol6gicos dos mecanismos de
defesa em plantas (Sagers & Coley 1995; Heil 2002; Strauss et al. 2002; Siemens 2003; Stowe &
Marquis 2011).

Assim, as interaces inseto-planta mensuradas em escalas temporais geram melhores
panoramas sobre as interacdes entre plantas e herbivoros em relacdo a seu habitat, exibindo seus
custos e beneficios ecologicos que podem representam para as populagdes vegetais,
determinando assim aspectos da comunidade e de outras populagdes sob as mesmas condigdes
ambientais (Heil & McKey 2003; Nufiez-Farfan et al. 2007). A forma como 0s organismos e as
populacbes respondem & variagdo em seu ambiente (fotoperiodo e a progressdo sazonal da
temperatura e precipitacdo) depende da frequéncia com que ela ocorre, quanto mais extrema for a
condicdo, menos frequente ela é. Os padrdes de variagdo temporal podem ser intrinsecos a um
sistema ecologico (Scheneider 2001; Ricklefs 2010). Assim, variagfes temporais s&o
determinantes para conhecer o funcionamento da planta ao longo do seu ciclo de vida permitindo
descrever demandas conflitantes entre crescimento, reproducéo e defesa que foram decisivos no
processo de coevolucdo inseto-planta (Simms & Fritz 1990; Rausher 2001; Agrawal 2006;
Agrawal et al. 2006).

Assim, Ipomoea carnea subsp. fistulosa (daqui a diante I. carnea) se apresenta como um
6timo modelo para explicar as interacBes herbivoro-planta em uma escala temporal, por
apresentar uma variedade de defesas anti-herbivoro e por tolerar periodos de seca e cheia no
Pantanal (macrofita anfibia) (Pott et al. 2011). Nesse sentido, nossa hipo6tese foi que os fatores
bidticos se correlacionariam com variagdo dos mecanismos de defesa em relacdo a suas
caracteristicas fenoldgicas em uma escala temporal. Por isso, nosso objetivo foi determinar
padrdes de variacdo temporal dos mecanismos de defesa contra herbivoria em 1. carnea,
correlacionando a historia natural (dados fenolégicos e herbivoria) com os mecanismos de defesa
e com fatores abidticos, e assim descrever possiveis demanda conflitantes que possam

representam tais caracteristicas para essa especie.
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MATERIAIS E METODOS

1. Area de estudo

O Pantanal Sul-Mato-Grossense é uma grande area Umida formada pela coalescéncia do
rio Paraguai e seus afluentes. Apresenta clima tropical subsumido do tipo Aw (Kdppen, 1931). A
vegetacdo da planicie sedimentar € um mosaico de aquéticas, campos inundaveis, florestas
riparias, savanas (cerrados), cerradao, floresta decidual, e uma grande parte de savanas e florestas

pioneiras monodominantes como o algodoal (Ipomoea - algodao bravo) (Pott et al. 2011).

Com dados de precipitagdo acumulada e temperatura média mensal dos meses
amostrados, obtidos no site do CEMTEC-MS (Centro de Monitoramento de Tempo, do Clima e
dos Recursos Hidricos de Mato Grosso do Sul) para o Municipio de Corumbé, construimos um
Diagrama Climatico de Walter & Lieth (1967) para caracterizar climaticamente a area durante os
meses de estudo. A regido apresentou uma época seca e fria (julho-setembro), uma época imida

e quente (novembro-fevereiro) e uma época Umida com menores temperaturas (marco a julho)
(Fig. 1).

Temperatura (°C) Precipitagdo (mm)
7 — 500
- — 400
50 100
40— ~ 80
30— B I} | /— 60
20— ‘ — 40
10— — 20
1 | | | | |

[ I | ]
Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jul Jun Ago Set Out

Figura 1. Diagrama climético de Walter & Lieth para o Municipio de Corumbéa - MS (novembro
2012 — dezembro 2013). Destacam-se as épocas, Umida (&rea azul) e seca (area pontuada

vermelha) de acordo a precipitacao (linha azul) e a temperatura (linha vermelha).
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Com as medidas da altura linemétrica do rio Miranda na BEP obtivemos dados dos
meses de cheia e seca. Também, quando a area de estudo comegou a alagar, mensuramos a altura
d’agua em pontos correspondentes a cada individuo amostrado para ser correlacionada com o
restante das varidveis medidas. Segundo os dados da altura linemétrica, o nivel do rio Miranda
aumentou gradualmente até atingir a cheia no més de maio permanecendo assim durante junho,
julho e agosto, diminuindo bruscamente no més de setembro e outubro. O periodo de cheia na
area de estudo comegou no més de abril com alagamentos parciais e se intensificou no més de
maio por aumento do nivel do rio Miranda, permanecendo alagada até o més de julho, em agosto
a érea foi secando até o final da coleta no més de outubro onde estava totalmente seca (Fig. 2).

4.5
------- Rio Miranda
40 A ey . . ~
____ Areadeestudo RAREN {
/ ".,EE,..- —-__}:
7
55 ,l \\
/Z \\
v \

2.0

Nivel de agua (m)

1.0

0.0

Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out

Figura 2: Inundacéo da area de estudo (média + desvio padrdo), em relacdo a altura linemétrica
do rio Miranda na Base de Estudos do Pantanal, UFMS, e a altura d’agua nos individuos de

Ipomoea carnea.

2. Organismos estudados

Ipomoea carnea subsp. fistulosa (Mart. ex Choisy) D.F. Austin (Convolvulaceae)
(Austin 1977) é um arbusto neotropical perene distribuido na América Central e do Sul, inclusive
no Caribe (Austin & Huaman 1996) sendo considerada uma espécie toxica e infestante para
pastagens (Tokarmia et al. 2002). No Pantanal esse arbusto alcanca até 3 m de altura, ocorrendo
em areas ndo sombreadas que sofrem cheias sazonais (Haase 1999; Pott V. et al. 2011) (Fig.
3).Essa espécie apresenta variados mecanismos de defesa, que segundo Price et al. (1980) podem

ser classificados em: (1) Intrinsecos: de acédo direta distribuidas em todos os seus tecido, como
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compostos quimicos, como polihidroxialcaloides (Haragushi et al. 2003), latex e tricomas
(Schwarz et al. 2003, 2004); e (2) Extrinsecos: de acdo indireta, como os nectarios extraflorais de
folhas e flores (Keller 1977, 1978) que atraem inimigos naturais dos herbivoros (Steward &
Keeler 1988). Em &reas imidas, |. carnea acelera seu crescimento vegetativo no inicio da época
chuvosa (novembro e dezembro) para uma posterior floracdo, frutificagdo e liberacdo de
sementes no inicio da época seca (Haase 1999) (Fig. 04).

3
)
-2}
<
N
=
7]

Figura 3: Ipomoea carnea subsp. fistulosa (Mart. ex Choisy) D.F. Austin (Convolvulaceae). A.

Habito B. Fruto tipo capsula. C. Flor campanulada.
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Figura 4: Ciclo fenoldgico de Ipomoea carnea. As folhas colapsam depois de frutificacdo e os
ramos ficam submersos durante a cheia (A). Depois comegam a se cobrir de raizes adventicias ao
longo de toda a parte inundada (B). Durante a proxima seca, novos ramos aparecem ao longo das
partes enraizadas que apresentam inflorescéncias (C). Os frutos amadurecem durante a seca e as

sementes sdo dispersas por hidrocéria (D) (Redesenhado de Patrick Blanck, observado em uma

area imida sazonal venezuelana / Convolvulaceae Unlimited).
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3. Dados fenoldgicos de Ipomoea carnea subsp. fistulosa

Escolhemos uma populacdo natural de I. carnea localizada na Estrada Parque, Ponte 14
(19°34°37°’S, 57°00°42°°W) nos arredores da Base de Estudos do Pantanal, da Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul, Corumba, MS. De novembro de 2012 até outubro de 2013,
realizamos 12 amostragens nessa populagdo. Trinta individuos foram escolhidos aleatoriamente
percorrendo a area toda para cada amostragem mensal a uma altura minima de 1,5 m do solo e

separados por uma distancia minima de 5m.

Cada més registramos o nimero de folhas, botGes florais, flores, frutos verdes e maduros
de trés ramos. Baseados nesses dados descrevemos a variagdo temporal das estruturas vegetativas

e reprodutivas ao longo de um ano.

4. Variagdo temporal da herbivoria foliar

4.1. Percentagem de remocao de area foliar

Para estimar a herbivoria foliar por mastigadores, coletamos todas as folhas de um quarto
ramo semelhante aos usados na fenologia. Além disso, coletamos a primeira (1%) e quinta (5%
folhas totalmente expandidas dos ramos usados no registro da fenologia para estimar a herbivoria
de folhas jovens e maduras respectivamente. Prensamos as folhas amostradas e as secamos a
50°C por 72 horas. Digitalizamos essas folhas em preto-e-branco, com resolucdo de 300 dpi.
Completamos as imagens das folhas danificadas usando o programa Adobe Photoshop CS2
(Adobe Systems). As imagens foram medidas (em pontos) no programa Area Measure (MYKA

Lab) e os pontos foram convertidos em cm?® mediante a equacao:
Area em cm?= (nGmero de pontos)/14093
A percentagem de area foliar removida foi calculada pela equag&o:

Area da folha danificada
Area estimada da folha antes da herbivoria

Area removida(%) = ( ) X 100

As éreas calculadas de todas as folhas (ramo) foram usadas também para estimar a
superficie foliar média (cm*/folha) de cada individuo por més que foi considerada como um dado
fenologico. A percentagem de herbivoria foi transformada em arco seno da raiz de p para
satisfazer os critérios de normalidade. Essas caracteristicas foram comparadas ao longo dos

meses usando ANOVA de medidas repetidas.

4.2. Ocorréncia de herbivoros foliares
Registramos o numero de insetos herbivoros se alimentado de folhas nos trés ramos

usados para os dados fenoldgicos. Os insetos foram na sua maioria classificados até o nivel de
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familia, alguns deles até género e os herbivoros especialistas até espécie (Charydotella rubicunda
e Chelymorpha cribraria, ambos os besouros crisomelideos pertencentes a subfamilia
Cassidinae) usando literatura especializada (Costa Lima 1962; Resh & Cardé 2003; Gibb &
Osseto 2006; Rafael et al 2012). Esses registros foram realizados em trés horérios: Manha (08-10
h), Tarde (14-16 h), e Noite (19-21 h). Os herbivoros foram classificados de acordo & morfologia
bucal em mastigadores e sugadores. Por outro lado foram identificados os herbivoros
especialistas (Charydotella rubicunda e Chellymorpha cribraria) e generalistas (o restante de
herbivoros foliares). As amostras dos trés periodos foram somadas e analisadas entre os meses
usando uma ANOVA de medidas repetidas.

5. Variacao temporal dos mecanismos de defesa intrinsecos

5.1. Exsudacéo de latex

Medimos o volume de latex exsudado em peciolos da primeira (1%) e quinta (5% folhas
totalmente expandidas nos mesmos ramos onde fizemos o registro de herbivoros. O peciolo foi
cortado na base da lamina folhar e imediatamente o latex foi deixado fluir para dentro de um
capilar graduado com 10 puL de volume. Medimos o peciolo na regido do corte usando um
paquimetro (Kingtools). A quantidade de latex foi expressa pelo volume de latex (uL) por area
de corte do peciolo (mm?). Transferimos o latex coletado a um tubo Eppendorf de 1,5 ml

contendo 1,0 mL de &gua destilada.

O volume de latex exsudado foi analisado ao longo dos meses usando uma ANOVA de

medidas repetidas de dois fatores, o tempo e a posic¢éo da folha no ramo.

5.2. Defesas quimicas

Quantificamos o alcaloide polihidroxilado swainsonina, tanto em folhas quanto no latex.
As folhas foram agrupadas em intactas e atacadas por herbivoros para cada ramo. Segundo
Gardner & Cook (2011), usamos 100 mg amostras de folhas secas que foram colocadas em tubos
Falcon de plastico de 15 ml com tampa de rosca (Corming Life Sciences). Adicionamos 5 mL de
uma solucdo aquosa de &cido acético 2% e colocamos em Ultrassom por 30 minutos. Depois
centrifugamos as amostras durante 10 min a 10000 rpm (10416xg) a 18° C (Centrifuga Bekcman
Coulter, Allegra X-30R). Transferimos o sobrenadante aquoso para outro tubo com as mesmas
dimens@es, adicionamos 4,5 mL de uma mistura acetato de etilazhexano (7:3), misturamos a
solucéo durante 1 min e centrifugamos as amostras durante 10 min a 3000 rpm (1096xg) & 25° C.
Esse procedimento extrai os compostos mais apolares na fase superior contendo a mistura acetato
de etila:hexano, a qual foi descartada. A fase inferior contendo a solucéo aquosa de &cido acético

2%, a qual deve reter o alcaloide, foi armazenada a -20°C até a anélise quantitativa.
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A swainsonina foi quantificada por cromatografia liquida de alto desempenho acoplada a
um detector de massas de ioniza¢do por “eletronspray” e quadrupolo simples (1260 LC-6130
MS, Agilent Technologies). O cromatégrafo liquido foi equipado com uma coluna Zorbaz SB-
18, 4,6 x 150 mm com particulas de 5 um (Agilent Technologies), a qual foi aquecida a 30°C.
Usamos como fase movel isocratica 95% de acetato de amdnia 20 mM e 5% de metanol filtrado
(0-5 min), 100% metanol (6-10 min). Antes da préxima analise, estabilizamos a coluna por 5 min

com a mistura de solventes inicial. Usamos um fluxo de 1mL/min e injetamos 10 uL.

A curva de calibragdo externa da swainsonina foi construida usando 0.01, 0.03, 0.06 e
0.09 ug de swainsonina sintética (Sigma-Aldrich), originadas de solucbes de 1, 3, 6 € 9 pug/mL
(4rea do pico = 569084*(ug de swainsonina), r* = 0,998). Tanto a swainsonina foliar como a do
latex, foram analisadas ao longo dos meses usando uma ANOVA de medidas repetidas de dois

fatores.

6. Variacdo temporal dos mecanismos de defesa extrinsecos

6.1. Ocorréncia de inimigos naturais e outros visitantes em nectarios extraflorais
Registramos o numero de inimigos naturais (formigas, vespas, aranhas e outros
artropodes) visitando nectarios extraflorais nos 30 individuos de I. carnea nos mesmos ramos e
horérios usados para o registro de herbivoros. Os exemplares foram classificados até familia e/ou
género e alguns casos até espécie usando literatura especializada (Antweb v5.5, Ferndndez 2003,

Baccaro 2006). Os dados foram analisados na mesma forma que para os herbivoros foliares.

6.2. Eficiéncia dos inimigos naturais

Realizamos bioensaios de remocéo de um modelo de presa para acessar a eficiéncia dos
inimigos naturais ao longo dos meses. Usamos cupins como modelo de presa (operarios de
Nasutitermis sp.). Selecionamos 15 individuos de I. carnea diferentes dos 30 individuos usados
anteriormente, e em cada um marcamos quatro ramos com folhas com NEFs ativos (ndo
cicatrizados). Em cada ramo colamos um cupim na face abaxial da segunda folha totalmente

expandida e aplicamos um tratamento por ramo, contabilizando quatro por individuo:

1. Sem formigas e sem predadores voadores
2. Com formigas e sem predadores voadores
3. Sem formigas e com predadores voadores
4

Com formigas e com predadores voadores

Para excluir as formigas, aplichvamos graxa de automovel na base do ramo. Para excluir
predadores voadores, envolviamos o ramo com um saco de tule (malha de nylon tipo urdidura:

35 x 60 cm). Com a exclusdo dos predadores voadores, excluimos formigas que ndo conseguem
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passar pela malha do tule. Entdo, para excluir os predadores voadores e nao excluir as formigas
colocamos um tubo de pléstico (0,8 cm de didmetro interno e 7,0 cm de comprimento) ligando o
exterior com o interior do saco de tule. Ap6s 24 horas verificamos se 0s cupins tinham sido
removidos ou ndo. A frequéncias de remog&o ou ndo dos cupins entre os tratamentos e ao longo

dos meses foram analisadas por um modelo loglinear (Marascuilo & Busk 1987).

7. Padrdes de variacdo temporal das diferentes defesas e a herbivoria

Usamos uma Analise de Componentes principais baseado nas correlagdes de todas as
variaveis mensuradas (Herbivoria, fenologia, mecanismos de defesa e dados fenoldgicos) de
todos os individuos , para determinar o sentidos das variaveis e como 0s meses se orientavam de

acordo a esses sentidos das variaveis.
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RESULTADOS

1. Dados fenoldgicos de Ipomoea carnea subsp. fistulosa

A populagéo natural de I. carnea observada nos meses de coleta apresentou fenofases
claramente distintas. Durante o periodo de cheia, as plantas ficam submersas e somente 0s ramos
mais longos permanecem fora da agua. Ao longo do ano de coleta foi possivel observar que
floragdo de I. carnea comega ainda no periodo seco (janeiro) e se prolonga até o auge da cheia

(maio) na qual se intensifica a frutificacdo e posterior dispersao de sementes (Fig. 5).

8-
6_
Frutos maduros
4._
24
0 e— 1 [ ] ﬁ ﬁ ﬁ —
4_.
3- Frutos verdes
2.
. ]
e (=== e
) 5
8
£ N Flores
2 s
=
A
Q
g 0 — ﬁ 1 ﬁ ————
S
£ 10 -
S
Z J T T
8 - Botoes florais
61 T
4
2_
T ninf=in
301
— —_ —T o
Folhas
20
| Wﬂﬂﬁﬂ
0

Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out

Figura 5: Dados fenoldgicos de Ipomoea carnea, considerando o nimero de folhas, bot6es
florais, flores, frutos verdes e maduros. Nota-se o0 aumento de flores e frutos e a diminuigédo de

folhas a partir de maio (auge da cheia).
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As sementes de |. carnea sdo extremamente pilosas, adaptadas a hidrocoria, e sua testa
extremamente resistente. 1sso confere a elas um periodo de dorméncia até a temporada seca,
onde se podem encontrar algumas plantulas na &rea. A reproducdo vegetativa também foi
observada apds a cheia onde ramos que tinham perdido grande parte da suas folhas durante os
meses de frutificacdo e dispersdo de sementes comecaram a rebrotar aumentando notoriamente o
numero de folhas e superficie foliar nos meses de setembro e outubro. A superficie foliar média
variou ao longo dos meses amostrados (ANOVA de medidas repetidas; Fq1348=3,223;
P<0,001), sendo o més de julho apresentou uma baixa superficie foliar com respeito aos meses

de novembro, dezembro, fevereiro e outubro (Teste de Tukey; P<0,05) (Fig. 6).
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Figura 6. Superficie foliar média de Ipomoea carnea ao longo dos meses amostrados

2. Variacéo temporal da herbivoria foliar

2.1. Percentagem de area foliar removida

Os meses amostrados apresentaram diferenca significativa na percentagem de dano por
herbivoria (ANOVA de medidas repetidas; Fq1345=3,223; P<0,001). Ainda assim, 0 més de
setembro exibiu a menor percentagem de remocédo de area foliar (1,98 + 0,57 %; média + erro
padréo), quando comparado com os meses de fevereiro, mar¢o, maio e junho (Teste de Tukey,
P<0,05) (Fig. 7).

Em relagdo a de folhas jovens e maduras, 12 e 52 folhas totalmente expandidas, variaram
ao longo dos meses (ANOVA de medidas repetidas; F102=3,223; P<0,001), onde setembro

teve a menor percentagem de &rea removida (0,19 + 0,02 %) independentemente da posi¢do da
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folha, quando comparados com os demais meses (Teste de Tukey; P<0,01). A excec¢do foram os
meses de novembro e outubro (Fig. 8). Além disso, a herbivoria da 52 folha foi maior (2,59 +
0,25 %) comparada com a 12 folha (0,88 + 0,16 %) (ANOVA de medidas repetidas;
F1.606=12,073; P<0,001).
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Figura 7. Percentagem de area foliar removida por mastigadores de Ipomoea carnea ao longo

dos meses amostrados.
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Figura 8: Percentagem de &rea foliar removida por mastigadores da 12 e 52 folhas totalmente
expandidas de Ipomoea carnea ao longo dos meses amostrados
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2.2. Ocorréncia de herbivoros foliares

Registramos um total de 1996 insetos herbivoros foliares, sendo coletados 568. Esses
insetos pertencem a cinco ordens e 25 familias. Na percentagem de registros para cada ordem,
Ortoptera foi 0 mais abundante (37,22%) seguido de Hemiptera (33,42%) e Coleoptera (23,35%).
Os menos abundantes foram Lepidoptera e Blatodea com 3,91 e 2,10% respectivamente. As
familias com maior percentagem de registros foram Acriididae (26,35%), Chrysomellidae
(16,63%) e Curculionidae (7,96%).

A ocorréncia de herbivoros variou significativamente ao longo dos meses (ANOVA de
medidas repetidas de dois fatores; F1345=9,339; P<0,001), sendo maio quem apresentou o
maior nimero de herbivoros por ramo (3,6 + 1,7) comparado com o restante de meses (Teste de
Tukey; P<0,05), com excecdo do més de abril. Em relacdo aos horérios houve diferenca
significativa (ANOVA de medidas repetidas de dois fatores; F,104=10,995; P<0,001), onde o
horario noturno teve a menor ocorréncia (0,5 £+ 0,1 herbivoros/ramo) comparada com o periodo
de manha (1,0 + 0,3 herbivoros/ramo) (Teste de Tukey, P<0,001), independentemente do més
(Fig. 9). Em geral, a ocorréncia dos herbivoros foliares mostrou um aumento no inicio da cheia

(abril, maio), diminuindo gradualmente durante o periodo de seca.
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Figura 9: Numero de herbivoros foliares se alimentado de Ipomoea carnea em diferentes
horarios do dia ao longo dos meses amostrados
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Com respeito aos besouros especialistas, Charydotella rubicunda e Chelymorpha
cribraria (Chrysomelidae: Cassidinae) ocorreram de forma diferenciada durante os meses
amostrados. A primeira espécie teve maior ocorréncia na seca, entanto a segunda foi mais
ocorrente na cheia. Tanto os herbivoros especialistas como generalistas variaram com o tempo
(ANOVA de medidas repetidas; F102=8,588; P<0,001) onde os segundos sempre foram mais
ocorrentes que os primeiros em todos os meses (Teste de Tukey, P<0,001). Em relacdo a forma
de forrageamento, os herbivoros mastigadores foram significativamente mais ocorrentes que 0s
sugadores (ANOVA de medidas repetidas de dois fatores; F102=4,704; P<0,001) nos meses de
fevereiro, junho, julho, agosto, setembro (Teste de Tukey, P<0,001) (Fig. 10).
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Figura 10: Numero de herbivoros mastigadores e sugadores se alimentado de Ipomoea carnea
ao longo dos meses amostrados

3. Variacdo temporal dos mecanismos de defesa intrinsecos

3.1. Exsudacéo de latex

O volume de latex exsudado de folhas jovens e maduras (12 e 5% apresentou diferenca
significativa ao longo dos meses (ANOVA de medidas repetidas de dois fatores; F102=3,102;
P<0,001), onde o maior valor foi para janeiro (0,44 + 0,03 puL/mm2 de peciolo; média + erro
padrdo) em relacdo ao total de meses amostrados (Teste de Tukey, P<0,01) e 0 menor no més de
maio (0,08 £ 0,01 uL/mm2 de peciolo) comparado com novembro, dezembro, janeiro, margo,

julho, setembro e outubro (Teste de Tukey; P<0,01 ) (Fig. 11). Em relacéo as folhas, o volume

23



exsudado pela 5? folha (0,22 + 0,01 uL/mm2 de peciolo) foi significativamente maior que na 12
folha (ANOVA de medidas repetidas de dois fatores; F 656=12,073; P<0,001).
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Figura 11: Volume de latex exsudado da 12 e 52 folhas totalmente expandidas de Ipomoea

carnea ao longo dos meses amostrados

3.2. Defesas quimicas

As defesas quimicas variaram significativamente ao longo dos meses (ANOVA de
medidas repetidas de dois fatores; F1102=5,492; P<0,001), sendo maio apresentou a menor
quantidade de swainsonina por biomassa foliar (0,097 + 0,004 pg/mg) comparado com
dezembro, janeiro, fevereiro, julho, agosto, setembro (Teste de Tukey; P<0,05) e dezembro a
maior (1,76 + 0,200 pg/mg) comparado com novembro, marco, abril, maio, junho, outubro
(Teste de Tukey; P<0,01) (Fig. 12). Ndo houve diferencia significativa entre folhas atacadas e

intactas.

A swainsonina presente no latex de folhas jovens e maduras apresentou um panorama
semelhante de variagéo temporal (ANOVA de medidas repetidas; F1,102=2,696; P<0,005). Em
novembro ocorreu a maior concentragdo do alcaloide (24,40 + 1,19 ug/uL de latex) comparado
com o restante de meses (Teste de Tukey; P<0.01) (Fig. 13). Por outro lado, a quantidade de
swainsonina da 1?2 folha foi maior (14,39 = 1,19 ug/uL de latex) que na 5% folha (5,05 + 0,59
ug/pL de latex) (ANOVA de medidas repetidas de dois fatores; F 656=56,941; P<0,001). Além
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disso, a quantidade de swainsonina no latex (ug/pL) tende a diminuir significativamente quando

0 volume de latex (uL) aumenta (Corr. Pearson; r=-0,237; P<0,01).
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Figura 12: Concentracdo de swainsonina em folhas intactas e atacadas por herbivoros
mastigadores em Ipomoea carnea ao longo dos meses amostrados
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Figura 13 Concentragdo de swainsonina do latex exsudado pela 12 e 52 folhas totalmente
expandidas de Ipomoea carnea ao longo dos meses amostrados
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4. Variacgao temporal dos mecanismos de defesa extrinsecos

4.1. Ocorréncia de inimigos naturais e outros visitantes em nectarios extraflorais

Os quatro grupos de inimigos naturais ocorreram diferencialmente nos meses estudados
(ANOVA de medidas repetidas de dois fatores; Fs3139=18,865; P<0,001). Formigas foi o grupo
com maior ocorréncia (8,5 + 1,0 individuos/ramo) nos trés periodos do dia, comparado com

vespas, aranhas e outros inimigos potenciais (Teste de Tukey; P<0,001).

4.1.1. Formigas

Foram registrados 17415 individuos visitando os NEFs de |. carnea e coletados 1062.
Esses individuos pertenciam a cinco subfamilias e nove géneros, destacando-se o Solenopsis ssp.
(Myrmicinae), como o mais abundante com 48,78%, seguido de Camponotus spp. (Formicinae)
com 27,24%.

A ocorréncia nos diferentes horarios variou ao longo dos meses (ANOVA de medidas
repetidas de dois fatores; F104=9,534; P<0,001), sendo significativamente maior no més de
maio (60,1 = 9,5 formigas/ramo) em relacdo aos outros meses (Teste de Tukey; P<0,001).
Considerando os horarios, a manhd mostrou maior nimero de formigas por ramo (8,5 + 1,0) em
relacdo a tarde e a noite (Teste de Tukey; P<0,01). Neste tltimo periodo, 0 nimero foi menor
(2,5 £ 0,3) que nos dois primeiros (Teste de Tukey; P<0,01) (Fig. 15).
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Figura 15: Numero de formigas visitando nectarios extraflorais de Ipomoea carnea em

diferentes horarios do dia ao longo dos meses amostrados

26



4.1.2. Vespas

Foram registradas 1268 vespas visitando os NEFs de I. carnea e coletadas 92. Esses
individuos pertenciam a trés subfamilias. Alguns exemplares ndo puderam ser classificados no
nivel de subfamilia. Destaca-se Polybia sp. (Polibidae), como a espécie mais abundante, com
41,65%, sequido de Polistes sp. (Polistidae) com 18,45% (Tabela 11).

O numero de vespas por ramo nos diferentes horarios mostrou variacdo ao longo dos
meses (ANOVA de medidas repetidas de dois fatores; F104=8,049; P<0,001), aumentando
significativo no més de junho (5,5 + 0,64 vespas/ramo) em relacdo aos outros meses (Teste de
Tukey; P<0,001). Em rela¢do aos horarios, a manha mostrou maior nimero de vespas por ramo
(1,13 £ 0,33) em relacdo a tarde e a noite (Teste de Tukey; P<0,01). Neste Gltimo horario, 0
numero de vespas foi menor significativamente (0,03 + 0,03) que os dois primeiros (Teste de
Tukey; P<0,01) (Fig. 16).
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Figura 16: Numero de vespas visitando nectarios extraflorais de Ipomoea carnea em diferentes
horérios do dia ao longo dos meses amostrados

4.1.3. Aranhas
Foram registradas 2001 aranhas visitando os NEFs de |. carnea e coletadas 72. Esses

individuos pertenciam a oito familias, destacando-se Araneidae com 28,38% dos registros, como
0 grupo mais abundante, seguido de Salticidae com 25,03%. A ocorréncia das aranhas apresentou
uma variacdo temporal nos diferentes horarios (ANOVA de medidas repetidas de dois fatores;

F(22.109=6,444; P<0,001) aumentando significativamente no nimero de aranhas no més de julho
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(4.6 £ 0.4 aranhas/ramo) em relacdo aos outros meses (Teste de Tukey; P<0,001). Considerando
0s horérios, a noite mostrou maior nimero de aranhas por ramo (0.8 + 0,2) em rela¢do & manhd e
tarde (Teste de Tukey; P<0,01), este ultimo foi menor significativamente (0.4 + 0,1) que os dois
primeiros horérios (Teste de Tukey; P<0,01) (Fig. 17).
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Figura 17: Numero de aranhas visitando nectarios extraflorais de Ipomoea carnea em diferentes

horarios do dia ao longo dos meses amostrados

4.1.4. Outros visitantes de nectarios extraflorais.

Foram registrados 1174 individuos de outros insetos visitando NEFs de I. carnea. Foram
coletados 65 individuos. A espécie mais abundante foi Trigona sp. (Hymenoptera: Apidae) com
78,02 %, sequido da familia Lampyridae (Coleoptera) com 9,81%. Da mesma forma que o0s
inimigos naturais, estes visitantes variaram temporalmente (ANOVA de medidas repetidas de
dois fatores; F1,10=20,431; P<0,001) sendo maio, junho e julho os meses com maior nimero
de individuos por ramo (3,4 £ 0,2; 3,9 = 0,9; 3,7 £ 0,7 respectivamente) comparados com 0s
meses restantes (Teste de Tukey; P<0,001). Os horérios ndo mostraram diferenca significativa
(Fig. 18).
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Figura 18: NUumero de outros visitantes dos nectarios extraflorais de Ipomoea carnea em

diferentes horarios do dia ao longo dos meses amostrados

4.2. Eficiéncia dos inimigos naturais

A analise loglinear para os bioensaios de remocdo de modelos de presa (cupins), para
acessar eficiéncia do terceiro nivel trofico ao longo dos meses, mostrou que o melhor modelo
para explicar os resultados de remocdo € a interagdo entre presenca ou auséncia de formigas e
remocdo ou ndo de cupins (X°=64,795; gl=1; P<0,001). Plantas onde as formigas foram
excluidas apresentavam uma menor frequéncia de remocéo de cupins (5%) do que plantas onde

as formigas transitavam livremente (50%).

5. Padrdes de variagdo temporal entre mecanismos de defesa e a herbivoria

Na figura 19 (PCA), é interessante notar a disposi¢do das variaveis ao longo de PC1, que
modela 38,8% da varidncia da matriz de dados. A inundagdo, estruturas reprodutivas,
mecanismos extrinsecos, herbivoria e herbivoros tem sinais contrarias aos mecanismos de defesa
intrinsecos, estruturas vegetativas. O PC2 que modela 21,9% mostrou que os herbivoros e
herbivoria apresentam sinais coincidentes com as caracteristicas vegetativas (folhas e superficie
foliar). A orientacdo dos meses no grafico segundo esses dois componentes principais (68,7%)
por um lado os meses de cheia (abril, maio, junho e julho) se orientaram positivamente aos
mecanismos extrinsecos de defesa, estruturas reprodutivas, herbivoria e herbivoros, e por outro
lado os meses de seca se orientaram positivamente aos mecanismos de defesa intrinsecos e

estruturas vegetativas.
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Em primeiro lugar, dentro dos mecanismos de defesa intrinsecos, o volume de latex
exsudado, tanto pela 12 e 52 folha, se correlacionou positivamente entre si e com a concentracdo
de swainsonina, tanto de folhas atacadas como intactas, mostrando que ambos 0s mecanismos
intrinsecos aumentaram proporcionalmente. Os inimigos naturais (formigas, vespas, aranhas) se
correlacionaram positivamente entre si. A exsudacdo de latex foi inversamente proporcional ao
nimero de inimigos naturais; e a concentragdo de swainsonina com o nimero de formigas. Além

disso, a swainsonina do latex (12 folha) variou negativamente em relacdo ao nimero de aranhas.

Em relacdo a herbivoria, 0s inimigos naturais se correlacionaram positivamente como 0s
herbivoros foliares, e estes Ultimos negativamente com o de latex (tanto volume da 52 folha como
concentracdo de swainsonina da 1% folha). Os herbivoros mastigadores e generalistas se
correlacionaram negativamente com a swainsonina do latex e positivamente com as formigas e
vespas. A percentagem de herbivoria se correlacionou positivamente com 0s mecanismos de
defesa extrinsecos (inimigos naturais) e negativamente com os intrinsecos (volume e swainsonina
do latex). Em geral os tipos de defesa se correlacionam diferentemente com a herbivoria, 0s

intrinsecos positivamente e 0s extrinsecos negativamente.

Quanto aos dados fenoldgicos, o nimero de estruturas vegetativas e reprodutivas se
correlacionaram negativamente entre si. Assim, estruturas reprodutivas (frutos verdes e maduros)
se correlacionaram negativamente com o numero de folhas (estruturas vegetativas) e
positivamente com o nimero de flores. Além disso, o nimero de folhas se correlacionou
negativamente com o numero de vespas e aranhas. Os frutos verdes se correlacionaram
positivamente com todos os tipos de inimigos naturais. Por outro lado, a superficie foliar média

que se correlacionou negativamente com a ocorréncia de aranhas e vespas.

Podemos observar que a diversidade de inimigos naturais aumentou com a producéo de
estruturas reprodutivas. Consequentemente, 0s mecanismos intrinsecos, tanto volume e
quantidade de swainsonina do latex, se correlacionaram negativamente com o aumento de
estruturas reprodutivas (flores e frutos). Mas o volume exsudado de latex se correlacionou
positivamente com o nuimero de folhas e a superficie foliar media que sdo caracteristicas

vegetativas.

A inundacdo foi um fator que se relacionou a todos os aspectos medidos neste estudo
podendo influenciar na fenologia como na producdo de mecanismo de defesa contra herbivoria
em |. carnea. Esse fator abidtico se correlacionou negativamente com o volume e quantidade de
swainsonina do latex e positivamente com o restante de defesas. A inundagdo (altura d’agua)
também se correlacionou positivamente com a herbivoria e os herbivoros foliares, mas
negativamente com o nimero de folhas e a superficie foliar. O nimero de estruturas reprodutivas

aumentou em proporcdo da altura d’agua.
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DISCUSSAO

Neste estudo, observacGes mensais de |. carnea durante um ano revelaram que seus
mecanismos de defesa contra herbivoria mudam com o tempo. Nossos resultados mostram que essa
variacdo temporal se relacionou as caracteristicas fenoldgicas e ambientais. Em primeiro lugar,
relacionando os dados fenoldgicos e a herbivoria, podemos perceber que I. carnea cresceu mais
(maior producdo de folhas) em periodos mais favoraveis aos insetos herbivoros (época Umida
guente) (Hasse 1999) correndo o risco de suportar significativamente mais herbivoria (Aide 1992;
Coley & Barone 1996); embora a abundancia de herbivoros pode ndo aumentar significativamente
nessas condi¢Bes (Wolda 1988; Richards & Coley 2007; Anu et al. 2009).

A herbivoria foliar e a ocorréncia de herbivoros foliares em I. carnea apresentaram uma
variagdo esperada, correlacionando-se positivamente com o recurso (folhas). Nesse panorama,
investir em mecanismos de defesa é necessario para garantir a protecdo contra a herbivoria.
Entretanto, esses sdo custosos para ser produzidos em grandes quantidades (Karban et al. 1997;
Karban & Baldwin 1997; Agrawal 1999; Kim et al. 2011). Em vista disso, 0s mecanismos
intrinsecos e extrinsecos de |. carnea se correlacionaram negativamente, variando em relagdo a
fenologia (Freeman et al. 2003; Carroll & Quiring 2003) e principalmente aos fatores abiéticos
(Coley & Barone 1996; Heil et al. 2000; Stinchcombe 2002; Agrawal 2006), no nosso caso a

inundagéo.

Em relacdo aos mecanismos de defesa intrinsecos, as defesas quimicas (o alcaloide
indolizidinico swainsonina) e a exsudacgdo de latex de I. carnea, manifestaram-se como a principal
defesa no crescimento vegetativo diminuindo com os aumento de estruturas reprodutivas. No
periodo reprodutivo os principais mecanismos de defesas foram os extrinsecos. Principalmente no
crescimento vegetativo, a produgdo de defesas contra uma variedade de herbivoros pode contribuir
para o estabelecimento e persisténcia da espécie em uma variedade de habitat (Carson & Root
2000; Harvey et al. 2011; Lieurance & Cipollini 2013), controlando a mortalidade e crescimento
dos individuos e garantindo o sucesso reprodutivo (Horvitz & Schemske 2002; Atala & Gianoli
2008; Barton & Hanley 2013).

A producdo de defesas intrinsecas influencia diretamente no desempenho dos herbivoros
(Newton et al. 2010; Harvey & Gols 2011; Nogueira et al. 2012) diminuindo a seletividade do
herbivoro pela baixa qualidade do recurso (Mauricio 2000; Vergés et al. 2007). Entretanto, a
aptiddo de I. carnea também se relacionou com tal ocorréncia, principalmente no fornecimento de
recurso foliar (Lewinsohn et al. 2005; Craig 2010; Erickson et al. 2012), fato pelo qual se

correlacionaram positivamente com o nimero de folhas, exibindo uma possivel estratégia defensiva
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fenoldgica. Nesse sentido, a quantidade de elementos nutritivos nas folhas que os herbivoros
precisam tais como aminoacidos essenciais, nitrogénio e agua (White 1993), varia ao longo do
ciclo de vida da planta, diminuindo nas fases reprodutivas (Moran & Hamilton 1980; Bazzaz et al.
1987; Coley & Aide 1991; Horvitz e Schemske 2002).

O latex, como barreira fisica e como um sistema de transporte de substancias, demonstrou
ser um componente importante da resisténcia aos herbivoros (Agrawal e Konno 2009; Konno
2011) nos individuos de I. carnea com alta producao de folhas (Jones & Paine 2012; Yamawo et al.
2012), confirmada pela correla¢do negativa que teve com a ocorréncia de herbivoros. Além disso, a
exsudacdo de latex respondeu a herbivoria de folhas maduras (5% folha) exsudando um maior
volume de latex para essa folha, concordando com a idéia que essa defesa é semelhante a um
sistema induzivel, sendo mobilizado para o local danificado embora seja pré-formado na planta
(Agrawal & Konno 2009).

Folhas jovens apresentaram menor volume de latex exsudado (menor barreira fisica), mas
uma alta quantidade de swainsonina por microlitro de latex (maior barreira quimica), conseguindo
assim reduzir a herbivoria nessas folhas e garantir o sucesso da expanséo foliar (Coley & Kursar
1996; Tiffin & Rausher 1999; Tiffin 2002; Yamawo et al. 2012). Em relagéo a isso, considera-se
que a herbivoria sobre folhas jovens compreende a maior parte dos danos sobre esses 6rgdos
(Carson & Root 2000; Atala & Gianolli 2008; Lieurance & Cipollini 2013) por ser nutritivamente
mais atrativas para os herbivoros (Coley & Barone 1996; Yamawo et al. 2012; Quintero & Brower
2013).

Consequentemente, a velocidade de expanséo foliar se relaciona com o teor de defesas encontradas
nas folhas (McKey 1979), onde o investimento em metabolismo secundério pode ser menor em
plantas com expanséo foliar rapida (Rhoades & Cates 1976; Marquis 1984; Yamawo et al. 2012) e
maior em ramos que crescem mais lentamente (Jong & van der Meijden 2000; Horvitz e Schemske
2002), de maneira que a reducdo no periodo de expansdo foliar pode ser uma alternativa para
reducéo de danos (Lin & Galloway 2010; Andrieu et al. 2011).

Nesse panorama, é determinante produzir um mecanismo de defesa eficiente (compostos
quimicos e latex) nas fenofases vegetativas e assim garantir um sucesso reprodutivo (Barton &
Hanley 2013). Assim, considerando que o consumo de tecido fotossinteticamente ativo também
impbe um custo, reduzindo a gquantidade de recursos para a producdo de estruturas reprodutivas
afetando o sistema de reproducéo da planta (Marquis 1984; Agrawal 1999; Strauss et al. 2002;
Nufez-Farfan 2007; Sowell & Wolfe 2010).

Além disso, a remoc¢do de estruturas vegetais vai resultar em uma mudancga drastica na
seletividade do herbivoro (Schutlz 1998; Funk & Throop 2010; Castillo et al. 2013), devido a
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qualidade do tecido afetado, nutritivamente fraco e tdxico devido a inducéo de defesas quimicas
(Mauricio 2000; Vergés et al. 2007), em especial a swainsonina que causa alteracdes enzimaticas e
imunoldgicas (Tulsiani et al. 1984; Schwarz et al. 2003, 2004; Meira et al. 2012) o que faz de I.

carnea um recurso pouco atrativo para os herbivoros nas fases vegetativas.

N&o obstante, como seria esperado, existem custos metabdlicos relacionados aos produtos
do metabolismo secundario (Gershenzon 1994), como as defesas intrinsecas. Nesse sentido, 0s
herbivoros podem agir como agentes de selecdo (Mauricio et al. 1999; Mauricio 2000; Rausher
2001; Nufez-Farfan, 2007). Nesse sentido, uma alta producdo de defesas quimicas reduz a
herbivoria foliar, mas é custosa, diminuindo o crescimento da planta (Karban 1993; Sagers &
Coley 1995; Jong & van der Meijden 2000), favorecendo individuos com menores investimentos
em defesa na auséncia de herbivoros (Stamp 2003).

Porém, isso ndo correspondeu a I. carnea, onde o latex e defesas quimicas apresentaram
quantidades maiores durante o crescimento vegetativo no periodo de seca (época Umida quente). E
por isso, em questdes de interacdo planta - herbivoro, os tecidos vegetativos podem contribuir mais
para a aptiddo da planta do que as estruturas reprodutivas (Horvitz e Schemske 2002; Stamp 2003;
Vergés et al. 2006).

Por outro lado, os mecanismos de defesa extrinsecos (inimigos naturais), aumentaram
proporcionalmente em quantidade e variedade com as estruturas reprodutivas e diminui¢do das
vegetativas. Principalmente as vespas que seriam mais atraidas pelos nectarios extraflorais
localizados nas flores (Keller, 1977, 1978; Falcdo et al. 2013; Silva et al. 2013) além do néctar
floral (Galleto & Bernardello 2004; Lima 2013), cumprindo a funcdo defensiva dessas estruturas.

Além disso, as plantas podem modular a composicdo do néctar extrafloral para atrair um
determinado tipo de inimigo natural (Wilder e Eubanks 2010; Heil 2011; Falcdo et al. 2013). Desta
forma, vespas podem localizar NEFs de curtas distancias simplesmente pelo seu odor, e encontra-lo
muito mais rapido do que os acgucares (Rose et al. 2006; Silva et al. 2013), que é mais afim para as
formigas (De la Fuente & Marquis 1999; Bixeman et al. 2011; Shenoy et al. 2012) e para aranhas
(Pollard et al. 1995; Taylor 2004; Jackson 2009; Pfannenstiel & Patt 2012).

As vespas foram o segundo grupo mais abundante dos inimigos naturais, embora, ndo
responderam como protetores foliares eficientes tanto quanto as formigas, o que podemos supor
que vespas protegem estruturas reprodutivas. Nesse sentido, as formigas se caracterizam por serem
protetores constantes (Heil & Mckey 2003; Rudgers et al. 2003), patrulhando a planta toda, e
removendo qualquer organismo quimicamente estranho a planta simbionte (orientagdo
quimica)(Rico Gray 1993; Agrawal & Rutter 1998; Trager et al. 2010).
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Ademais, as formigas representaram 0 grupo mais abundante dos inimigos naturais
registrados para I. carnea, principalmente no auge da cheia. Assim, se confirma que a
heterogeneidade do ambiente é um fator determinante para a coexisténcia e diminui¢do de
competicdo entre espécies de formigas (Price et al. 1980; Corréa et al. 2006) e onde os efeitos da
sua presenca sdo mais pronunciados (Rosumek et al. 2009 Carmona-Galindo et al. 2014),

Além disso, as formigas respondem ao dano foliar induzindo seu recrutamento (Romero &
1zzo 2004; Grangier et al. 2008; Bixenman 2011) raz&o pela qual se correlacionaram positivamente
com a ocorréncia de herbivoros foliares e a percentagem de herbivoria. Mas, como qualquer defesa,
a producdo de NEFs e secrecdes associadas sdo custosas para a planta (Mortensen et al. 2011;
Shenoy et al. 2012; Mortensen et al. 2013).

No entanto, este custo € compensado pelos beneficios proporcionados, conduzindo a um
aumento de aptiddo da planta (Agrawal 1998; Gentry 2003; Heil & Mckey 2003; Falcéo et al.
2013). Basicamente de estruturas vegetativas (folhas), e estruturas reprodutivas imaturas (botdes
florais e frutos verdes) com as que se correlacionou positivamente sugerindo que NEFs podem
apresentar um custo semelhante ao beneficio ecoldgico que proporcionam (Heil et al. 2000;
Rudgers et al. 2003; Nogueira et al. 2011; Trager et al. 2010; Marazzi et al. 2013).

De todos os inimigos naturais, as aranhas foram as mais variaveis temporalmente,
aumentando sua ocorréncia quando a producdo de folhas foi baixa (apds o auge da cheia) e as
formigas diminuiram sua ocorréncia (Heil 2002). As aranhas podem fornecer uma inesperada
defesa adicional (Ruhren & Handel 1999; Meehan et al. 2005; Sorem & Chowdhury 2011,
Pfannenstiel & Patt 2012) o que coincide com a correlagdo positiva que mostraram com a
herbivoria. Nao obstante, e apesar de que foram observadas desovas sobre as folhas, as aranhas sdo
consideradas protetores errantes, contribuindo em defesa somente em condigfes ambientais
particulares (Patt & Pfannenstiel 2008; Taylor & Pfannenstiel 2008; Jackson 2009) para o caso de

I. carnea no periodo apos o auge da cheia.

A variagdo dos inimigos naturais em relacdo aos horarios do dia mostrou um padréo
caracteristico. Formigas ocorreram com maior frequéncia no horario da manhd, assim como o0s
herbivoros foliares. Ao respeito disso, as plantas podem evitar secrecdo de néctar durante a noite
(Radhika et al. 2010; Falcdo et al. 2013) aumentado o risco de predacdo para os herbivoros durante
0 dia, que pode ser trés vezes maior do que durante a noite (Novotny et al. 1999; Brown & Schmitt
2001).

No entanto, a abundancia de herbivoros foi maior durante o dia (manhd e tarde). Mas,
guando as formigas diminuiram, as vespas aumentaram sua ocorréncia somente pela manha e tarde.

Nessas circunstancias as aranhas foram abundantes durante a noite, garantindo a protecdo diurna e
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noturna na época seca fria. Esse aumento coincidiu com a apari¢cdo das primeiras plantulas e
brotacBes apos a cheia, onde a herbivoria noturna pode ser mais frequente (Strauss et al. 2009).
Nesse sentido o controle da herbivoria evitaria efeitos negativos sobre o estabelecimento das
plantulas e brotagdes (Strauss et al. 2009; Yamawo et al. 2012; Yamawo 2014).

De modo geral, os mecanismos de defesa se relacionaram diferentemente as caracteristicas
fenoldgicas e ambientais. Mas foram os fatores abidticos (inundacdo) que influenciaram sobre a
fenologia e sobre os fatores bioticos (herbivoria) (Richards & Coley 2007; Heil et al. 2000; Anu et
al. 2009; Rico-Gray et al. 2012). Particularmente, o desenvolvimento da artropofauna depende de
condi¢bes ambientais, principalmente umidade, que € considerada como fator limitante da

abundancia de tais organismos (Richards & Coley 2007; Anu et al. 2009)

Assim, a maior diversidade de herbivoros e inimigos naturais foi registrada no inicio do
periodo apés o auge da cheia (junho), quando as &guas ainda estavam altas, com maior
disponibilidade de recursos, devido a abundancia do banco de macrofitas (Elder 2006; Silva et al.
2009). O aumento de herbivoros e inimigos naturais no final da época umida quente (fevereiro) e
no auge da cheia (maio) coincidiu com o inicio e intensificacdo de floracdo de I. carnea
respectivamente. Tal fato mostra que existe uma sincronicidade com o aumento da entomofauna,
que também inclui os polinizadores que a planta precisa para completar seu ciclo reprodutivo
(Galleto & Bernardello 2004; Lima et al. 2013).

Embora, o aumento proporcional da herbivoria e inimigos naturais com o nivel de
inundacdo se relacionaram com a diminuicdo de defesas intrinsecas (latex e swainsonina). Nessas
circunstancias a planta tinha que alocar recursos para essa completar a fungéo reprodutiva e devido
a pressdo ambiental e a intensificacdo na producdo de estruturas reprodutivas (Bazzaz et al. 1987;
Schierenbeck et al. 1994; Freeman 2003; Verges et al. 2007), e suportar a inundacdo (Dat et al.
2004; Jackson e Colmer 2005). Na maioria dos casos, 0 impacto da herbivoria é mais forte em
plantas que estdo se recuperando de uma pressdo ambiental, como a inundagéo (Spiller e Agrawal
2003; Elder 2006) podendo aumentar a susceptibilidade durante esse periodo (Grace & Ford 1996;
Louda e Collinge 1992).

Assim, |. carnea investiu em mecanismos de defesa extrinsecos, considerando que a
protecdo por nectarios € mais eficiente em ambientes inundados (Bentley 1976; Cogni et al. 2003).
Além disso, foi 6tima competidora pois cumpriu com sucesso sua funcdo reprodutiva, sexual e
vegetativa (Cipollini 2004; Li et al. 2005; Levine 2000; Stricker et al. 2008; Hakes & Cronin
2011). Dessa forma, a herbivoria atua como um fator de exclusdo competitiva em uma comunidade
vegetal monodominante sujeita a inundagdes periddicas (Gough e Grace 1998a,b; Stricker et al.

2008) como a nossa area de estudo, o algodoal no Pantanal.

36



Nesse sentido, a variagdo temporal dos diversos mecanismos de defesa se relaciona
diretamente com a intensidade das pressdes ambientais sem arriscar 0 sucesso do crescimento e
reproducdo (Matyssek et al. 2012; Lind et al. 2013). Muitas das caracteristicas defensivas se
correlacionam com suas limitagdes fisiologicas e compensacdes (demanda conflitantes) (Hanley et
al. 2007) e representam uma restricdo na aptiddo da planta, resultando ser um fator importante na
manutencdo da biodiversidade de um local (Simms & Rausher 1987; Simms & Fristz 1990). A
expressdo de defesas vai depender do custo-beneficio e da aquisicdo de recursos da planta
(Cipollini et al. 2003; Venette & Hunter 2011; Matyssek et al. 2012). Custos ecoldgicos podem
incluir um aumento da susceptibilidade a herbivoros, mas as consequéncias na aptidao da planta
(custos fisioldgicos) tém sido pouco estudadas (Strauss et al. 2002; Cipollini et al. 2003; Heil
2002). Mas, para |. carnea parece que 0s custos de tais variacOes e adaptacGes sdo proporcionais
aos beneficios ecolégicos devido ao uso de multiplas defesas (Karban et al. 1997; Dyer et al. 2001;
Moles et al. 2014; Yamawo et al. 2014).

Assim, segundo nossos resultados, ndo houve possiveis demandas conflitantes entre
crescimento e defesa intrinsecas, fisiologicamente mais caras (Gershenzon 1994), pois ambos
tiveram uma intensidade proporcional. Mas quando se intensificou a produgdo de estruturas
reprodutivas, as defesas intrinsecas diminuiram podendo representar um custo ecolégico (Stewar &
Keller 1988; Yamawo et al 2012). Em resposta, aumentaram as defesas extrinsecas pelo qual a
relacdo defesa/reproducdo ndo representou uma demanda conflitante (Agrawal et al. 2002;
Koricheva et al. 2004) considerando que todos os inimigos se correlacionaram positivamente com a
herbivoria. Além disso, a maior pressdo ambiental foi a abiotica (inundacdo) e ndo a bidtica
(herbivoria) que comumente é a responsavel da expressdo das demandas conflitantes e dos custos
e/ou beneficios das defesas em plantas (Coley & Kursar 1996; Stinchcombe 2002; Hanley et al.
2007; Matyssek et al. 2012).

Portanto, os custos foram baixos em relagdo aos benéficos ecoldgicos, pois I. carnea
sempre manteve uma estratégia de defesa multipla, combinando as caracteristicas fenoldgicas com
mecanismos de defesa extrinsecos e intrinsecos. Consequentemente manteve um nivel baixo e
constante de herbivoria em todas as fases do seu ciclo fenolégico obtendo sucessos em reproducédo
vegetativa e sexual (Mutikainen et al. 2003; Hakes & Cronin 2011; Siemens et al. 2010). Assim,
nosso estudo sugere que as interacdes planta - herbivoro que ocorrem em escala local podem ter um
papel importante na variacdo temporal da herbivoria e dos mecanismos de defesa em arbustos

neotropicais sujeitos a inundacgdes periddicas.

Assim, concluimos que I. carnea desenvolve variados mecanismos de defesa a custos
ecologicos baixos em vez de mudar de defesa no ambito dos quadros rigidos de demanda

conflitantes, garantindo uma protecdo constante contra herbivoria apesar das pressées ambientais e
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caracteristicas fenoldgicas que determinam sua variacdo temporal. Nesse sentido, a inundagéo
como pressdo ambiental se relaciona diferentemente com os mecanismos de defesa e com a
herbivoria variando proporcionalmente com a ocorréncia de herbivoros (e herbivoria) e
mecanismos extrinsecos, e em paralelo com a diminui¢do gradual dos mecanismos intrinsecos. Por
outro lado, as estruturas vegetativas e reprodutivas imaturas se relacionam com o aumento dos
mecanismos intrinsecos, e as estruturas reprodutivas maduras ao dos extrinsecos. Dentro dos
extrinsecos, as formigas sdo uma defesa constante e eficiente se relacionando mais com a

herbivoria que com caracteristicas fenoldgicas e abioticas.
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