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RESUMO

Caracteres fenotipicos convergentes em diferesfgces de insetos herbivoros
sugerem uma adaptacdo funcional a um mesmo hdbitensar. Nesse sentido, as
barreiras apresentadas pelas plantas dificultarmessa do herbivoro influenciando a
evolucdo de suas estruturas. Espécies de Heliconiim diferentes padrbes alimentares
(consumo de tecidos rigidos ou tenros) tém mostfaanas diferenciadas da capsula
cefalica e ndo existe estudo que expligue essasedifas. Levando em conta que o0s
heliconineos menos derivados tendem a se alimemtéolhas velhas e os mais derivados
em folhas jovens, e que durante o processo de ratgeo a mandibula € a estrutura
principalmente associada a mastigacdo, propomosdjoeaumento da cabeca seja
devido a modificacbes sofridas na forma mandibal@o maior desenvolvimento do
musculo adutor da mandibula, que responde difalenente ao tipo de tecido
consumido.

Avaliamos as alometrias ontogenética e filogenétilze mandibulas das
principais linhagens de Heliconiini criadas nassspkntas hospedeiras preferidas, e
mediante o uso de morfometria geométrica, elabm@saima proposta filogenética para
ser comparada com as relagdes filogenéticas recioialsepara o grupo, que também
serdo reconstruidas nesse trabalho, com base eraduses moleculares. Identificamos
também mediante a morfologia mandibular se asagliess de forma séo causadoras das
mudancas cefélicas e se correspondem aos difefledidites alimentares apresentados
pelas espécies. Para isso, induzimos alometria ndodguanto o comportamento
alimentar de uma espécie restrita a folnas noeasa$) para folhas velhas (rigidas), na
procura de possiveis modificagbes nas mandibulaiseuto adutor. Adicionalmente,
usando analises alométricas da mandibula e muscitor, exploramos um aspecto

comportamental importante em Heliconiini: a greg@aide, buscando elucidar se o
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incremento na sobrevivéncia obtida a altas dens@klvais, ja reconhecida no grupo, é
ocasionada por facilitagdo alimentar (comportamjentiopor mudangas alométricas nas
estruturas alimentares (morfologia).

Palavras chave:Forma, hospedeiro, morfometria, alometria, mardjblbiorboletas,

hébito alimentar.
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ABSTRACT

Convergent phenotypic traits in different speciésherbivorous insects may
indicate a functional adaptation to the same fagdthabits. The barriers presented by
plants hinder the herbivore's access, influendiegetvolution of their feeding structures;
species of Heliconiini with different feeding patis (consumption of either tough or
soft tissues) have shown different forms of heagscke and there are no studies
explaining these differences. Taking into accobat the less derived heliconians tend to
eat old leaves and the more derived heliconiansyy@atg ones, and that during the
feeding process the mandible is main chewing stracwe propose that increase in head
size is due to changes in the mandibular form andreater development of the
mandibular adductor muscle that responds diffeaéintio the type of tissue consumed.

We evaluate ontogenetic and phylogenetic alloeewf the mandibles from the
main lineages of Heliconiini that were reared oairtiavorite host plants. By using
geometric morphometry, we tested a correspondingoginetic hypothesis to be
compared to the molecular phylogenetic relationsogaized to the group, also
reconstructed in this work based on molecular mark®/e also tested, through
mandibular morphology, if the changes in shapecatsed by cephalic changes in size
and if they correspond to the different feedingitsapresented by each species. To do
this, we induced allometry by experimentally aligrfeeding behavior of one species
restricted to new leaves (soft) to old leaves (lgugearching for possible changes in the
mandible and adductor muscle. In addition, usltogreetric analysis of the mandible and
adductor muscle, we explored an important behaviaspect in Heliconiini -the
gregariousness, trying to elucidate whether iner@gathe survival rates achieved at high
larval densities, already recognized in the graaipaused by food facilitation (behavioral

effect) or by allometric changes in the feedingaiures (morphological cause).
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Keywords: Shape, phenotypic plasticity, host, morphometignzetry, jaw, butterflies,

eating habits.



INTRODUCAO GERAL

Plasticidade fenotipica. Estruturas alimentares eexl papel na evolucdo dos insetos
herbivoros.

Plasticidade fenotipica é definida como a capaeididum organismo em
desenvolver distintos fenotipos dependendo do sdueate, sendo entendida
usualmente como adaptativa (Whitman e Ananthakaist2009). Insetos herbivoros
possuem uma alta riqgueza de alteracbes morfolégoasonsequéncia de pressoes
seletivas, pouco exploradas, que as plantas exesego possivel quantificar essas
mudancas em estudos de evolucdo de caractereddgarés. Por exemplo, a
convergéncia de caracteres fenotipicos em difesegjgeécies de insetos herbivoros
pode indicar uma adaptacédo funcional a um mesmitorglbmentar (Bernays et al.
1991).

Plantas apresentam barreiras superficiais, nomais e/ou toxicas dificultando o
acesso do herbivoro, influenciando a evolucao ds sstruturas. Durante o processo de
alimentacéo, as mandibulas sdo encarregadas de c@aimento em fragmentos que
possam ser ingeridos (Chapman 1998). Em consegu@uaciem influenciar no
tamanho e forma da cabeca de algumas espéciesatiesiiDas 1937; Snodgrass 1935;
Matsuda 1965; Bernays 1986; Aymone et al., submethl anatomia do masculo
adutor (responsavel pelo fechamento das mandiltelas§ido estudada em ortopteros
(Baines et al. 1990), himenopteros (Masuko 1986dee1989, Paul e Gronenberg
2002) e larvas de Sphingidae (Griss 1990); em gér@mposto por fibras musculares
constituidas por sarcomeros curtos associadosderage contracdo, ou longos que
conferem a forca e os movimentos lentos as maraditfMuller et al. 1992, Weihmann

et al. 2016).



Iseley (1944) e Chapman (1964) elucidaram quesfessecoldgicas externas
influenciam a evolucéo da estrutura mandibularafardnotos especialistas.
Posteriormente, Bernays (1986) demonstrou que arthmnda cabeca € maior em
espécies de gafanhotos e lagartaSpladoptergLepidoptera) especializados em
gramineas rigidas, quando comparadas com esp@ciespecializadas. Ainda, a autora
foi capaz de induzir alometria positiva no tamadha@abeca em relagdo ao tamanho do
corpo de lagartas deseudaletia unipunct@gHaworth 1809)submetidas a diferentes
dietas. A alimentacao de tecidos rigidos provocolaumento do musculo adutor
mandibular e, portanto, cabecas significativamerdmres do que aqueles individuos
alimentados com dieta artificial (extremamente @aci
Alometria

Refere-se as diferentes taxas de crescimento fartess do corpo de um
individuo (Gould 1966, 1977; Huxley 1950; Gayon @0@ode ser classificada em trés
tipos: 1) ontogenética, mudancas de tamanho e fdama&struturas de um individuo
durante seu desenvolvimento;_2) estéatica, reladaisgparametros entre individuos
coespecificos, no mesmo estagio de desenvolvinggi&pfilogenética, que os compara
entre espécies, em um mesmo estagio ontogenétitoa dinalidade de inferir
mudancas filogenéticas (Cheverud 1982; Klingenbefgnmermann 1992).

A alometria é util para a compreenséo de padmiegenéticos relacionados a
adaptacéo a fatores ecoldgicos e/ou comportamgeqtedevam os organismos a ser
tornarem mais capacitados ao uso do ambienteastigdes que este impde (Emlen
1996, 1997; Hall et al. 2003; Frankino et al. 20@&sim, € objeto da selec&o natural
(Nijhout e Wheleer 1996; Nijhout e Emlen 1998; SteifEmlen 1999); e,
consequentemente, passivel de avaliacao experintamti@em laboratorio quanto em

campo.



Morfometria geométrica

Alteracdes das formas biologicas ao longo daueda dos grupos envolve
fendbmenos fisicos que podem ser descritos em tematmmaticos na forma de
coordenadas cartesianas (D’Arcy Thompson 1917)trDelesse enfoque, a forma pode
ser entendida como uma configuracédo de pontos @musaalteram por efeitos do
tamanho, posicéo e orientacdo (Kendall 1977), bé&aaase principal da morfometria
geométrica (Bookstein 1991, 1996; Monteiro e R889] Roth e Mercer 2000;
Zelditch et al. 1995; Zelditch et al. 1998; ZelHitet al. 2004).

A morfometria geométrica tem sido amplamenteaastiia em analises
filogenéticas de espécies aparentadas (Rohlf M68teiro e Abe 1999),
caracterizacao e diferenciacédo de genitalias, &ml@s de cunho taxondémico (e.g.,
Prieto et al. 2009), dentre outros. O laboratondeo o presente estudo foi
desenvolvido, tem se valido dessa técnica em estlelounho ecoldgico-evolutivo,
como por exemplo: 1) para elucidar o caminho omtétieo de estruturas corpéreas de
um dado organismo (e.g. Rodrigues et al. 2005g<2ar o efeito diferencial do uso de
plantas hospedeiras na variacao intra-especifiarae de insetos herbivoros adultos
(e.g. Jorge et al. 2010); 3) avaliar a existéneiaahvergéncia adaptativa quanto ao
habito alimentar no estagio larval destes, maisigaenente quanto ao tamanho e forma
da capsula cefalica (Aymone 2009).

Assim, sabe-se que as primeiras caracteristicaglal selecao natural sdo o
tamanho e a forma, em diferentes partes corpoosisndetos herbivoros. Porém, sdo
raros os trabalhos abrangentes que tenham se dalidmrfologia geométrica para
abordar essas relagdes. Desconhecemos a exigiéstea quanto a mandibula em si,
uma das principais estruturas envolvidas na ingetgdnsetos herbivoros e, assim,

passivel da influéncia direta das plantas hospesieorrespondentes.



Interacdo Heliconiini-Passifloraceae

As borboletas do maracuja sdo amplamente estudasia a sua participacao
em aneéis miméticos, coloracdo aposematica, vadistidbuicdo geografica e pela
estreita relacédo que apresentam com suas hospe(Essifloraceas). Neste aspecto,
em particular, tem se destacado, por serem reciasezomo um exemplo de evolucéo
conjunta (Gilbert 1975, 1991; Benson et al. 1978uffma 2000). Ambos se encontram
amplamente distribuidas na regido Neotropical (Brevivielke 1972; Browm 1981).

Atualmente, a tribo Heliconiini (Lepidoptera: Nyhadidae) possui cerca de 70
espécies distribuidas em 10 génefggaulisBoisduval & Le ConteDione Hibner,
DryadulaMichener,Dryas Hiubner,EueidesHubner,HeliconiusKluk, Laparus
Billberg, NerudaTurner,PhilaethriaBillberg ePodotrichaMichener (Brown 1981).

O génerdPassiflorapossui atualmente 530 espécies em 23 subgéndrosr(&
MacDougal 2004). No Brasil, estima-se que existproxdmadamente 130 espécies,
com uma maior representatividade na Amazonia (K838, Cervi 1997). O género é
subdividido em quatro subgénerastrophea DC) Mast,DeidamioidegHarms) Killip,
Decaloba(DC) Rchb ePassifloraL (Feuillet e MacDougal 2003). Na regido Sul do
Brasil ocorrem 23 espécies aproximadamente, orsibg@énerd®ecalobae Passiflora
séo os mais abundantes.

Padrdes alimentares em Heliconiini: Idade da folh& gregariedade

As adaptacdes morfologicas envolvidas na interagggio-planta mostram a
relacéo estreita o herbivoro e sua planta hose(i&ernays 1991). No caso dos
Heliconiini, além da especificidade e preferén@adspedeiros, sdo reconhecidas altas
restricbes alimentares que confinam a algumas iespgcondi¢cdes especiais, enquanto
outras sdo mais plasticas frente ao uso do realimentar. Dentro dos Heliconiini,

reconhece-se uma tendéncia geral na qual as espésias alimentam-se de folhas



velhas enquanto as espécies mais derivadas o &t folhas jovens, exibindo entéo,

padrbes alimentares diferenciados (Benson 1976).

Os danos que os tecidos maduros produzem emugaglucais dos insetos
herbivoros estdo associados a maior dureza eaaitelido de fibras. Alexander (1961)
observou que a mandibula de lagartas jover$atieonius eratogue se alimenta de
folhas jovens inicialmente, apresenta regido im@Estbm dentes mais amplos e menos
definidos do que lagartas da mesma idadBidee junq que se alimenta sé de folhas
maduras (mais rigidas), o que supostamente repagisemm aparato bucal “menos
especializado” em relagc&o ao primeiro, frente po tie folhas utilizado.

Nesse sentidd{. eratq que oviposita preferencialmente em folhas jovens
(Mugrabi-Oliveira e Moreira 1996), seria um exemgliaro de espécie derivada e
restrita quanto ao habito alimentar. Rodrigues ecii@ (1999) demonstraram que
larvas dessa espécie dependem das folhas jovgranda hospedeira, obtendo uma alta
mortalidade quando criadas em folhas velhas. Qsesiaitribuiram tal fato a
incapacidade das larvas para consumir o tecidoahrexteristico de folhas maduras.
Adicionalmente, Silveira (2002) e Elpino-Camposl@0em estudos referentes as
consequéncias do consumo de passifloraceas nostiesgandibular dessa espécie,
evidénciaram que a morfologia mandibular de ladeaprimeiros instares é
parcialmente adaptada para o consumo de folhaassterque o desgaste mandibular
destas € maior quando aumentada a rigidez da respedPor outro lado, Millan et al.
(2013) demonstrou que em larvasiidulia, espécie considerada basal, ndo houve
efeito na sobrevivéncia nem na performance quandmetidas a alimentagéo em
folhas jovens ou velhas, sendo entdo consideradaegpecie altamente plastica.

Entretanto, o desenvolvimento da estrutura manaiitad longo da ontogénese da



altima espécie ainda néo foi medido. Assim, asg@oia@esta alta plasticidade a
caracteristicas exibidas pela mandibula resta @ s&do.

Na tribo Heliconiini, existem também niveis difetes de sociabilidade,
podendo ser classificadas em: solitarias, semiagiggou gregarias (Brown 1981). O
habito gregario acontece em cerca de 50% das esp#Emtro dos génerbBsone,
EueidesHeliconius Laparuse Nerudae tem sido considerado um carater derivado
nesse caso, tendo evoluido independentemente pelosnrés vezes dentro do grupo
(Beltran et al. 2007). Afeta fortemente a sobrenoi&, principalmente nos instares
iniciais, quando a agregacao é maior e pode estaciada a facilitacdo alimentar

(efeito comportamental), o que resta a ser exptofBanchi e Moreira 2005).

Evolucéo ontogenética e filogenética da capsula éé€a e musculo adutor das
mandibulasem Heliconiini

Padrbes de desenvolvimento em conjunto com a taistérvida e a selecéo
natural sofrida pelos individuos ao longo da ontegé devem explicar pelo menos em
parte a evolucdo morfologica dos diferentes nitageisnémicos (Beldade et al. 2002;
Smith 2003; Nijhout 2008). A conexao entre ontogenevolucdo tem sido estudada ha
mais de um século (Haeckel 1866), o que diversmsesitém chamado de “Evo-
Devo”; a teoria que une aspectos da biologia eval@ do desenvolvimento (Atkison
1992; Hall et al. 2003; Brakefield 2006).

A morfologia e padrbes alimentares das espéciétetieoniini, assim como
outras caracteristicas dos estagios imaturos worusilizados e sinalizados como
caracteres importantes para estabelecer as reldedes da tribo (Alexandre 1961;
Dell’Erba et al. 2005; Penz 1999). Alexander (19ttipuiu uma alta “ineficiéncia”

para consumo de folhas rigidas, por exemplo, sadateE. aliphera(Godart, 1819),



devido a auséncia de cristas e cuspides na bordexitar das mandibulas. Tal aspecto
€ observado em mandibulas de espécies que conseguwimentar da nervura central,
a estrutura mais rigida da folha. No entanto, arawgnfatiza que uma descricdo simples
da escultura mandibular, como a realizada popela, explicar eficiéncia alimentar ou
diferentes padrdes alimentares das espécies éaaloisE importante salientar que na
época, a autora hdo contava com as técnicas adeqpac esse tipo de avaliacéo,
como por exemplo da morfometria geométrica, hgpahiveis. Ou seja, a escultura da
mandibula em Heliconiini, o uso diferencial portpatas diferentes espécies e a
influéncia do masculo adutor na forma das mesmesmeer avaliadas nesse contexto,
para se chegar a conclusdes confiaveis, o0 queaastafeito.

Com respeito da variacdo da forma frente aogdsahblimentares dos
heliconineos, Aymone (2006) avaliou a capsula meféleH. eratq concluindo que ha
mudancas alométricas associadas a variacdo commenitiél ao longo da ontogénese e
crescimento do musculo adutor das mandibulas feenteimento da rigidez foliar do
hospedeiro, refletindo-se nas deformacdes extelaaapsula cefalica da espécie.
Adicionalmente, Aymone (2009), usando sete espéedwliconineos do Rio Grande
do Sul, além dél. eratq evidenciou que tanto a nivel ontogenético cotogdinético,
as espeécies avaliadas sofreram variacdes na faroapdula cefalica, porém as arvores
fenotipicas baseadas na forma ndo corroboraralwgetiia molecular reconhecida para
0 grupo (Beltran et al. 2007).

Assim, diferencas na forma das capsulas cefdicaamente associadas a
habitos alimentares, indicam a presenca de conveiegggque podem ser guiadas por
restricbes ontogenéticas.¢ tamanho) e/ou ecoldgicas.g.diferentes hospedeiras,
comportamento). Neste sentido, sdo escassos esjuedsvem em conta tais restricoes

e que avaliem as mudancas na forma, tamanho ededasscimento das estruturas



diretamente relacionadas com processos de alindnta@andibulas e musculo adutor,
0 que constitui a principal prioridade do preserabalho.

O objetivo desse trabalho é determinar possiveiag@es no tamanho e na
forma das mandibulas entre linhagens de Helicoeiidentificar possiveis alteracdes
alométricas ao longo da ontogénese e entre asiespgaganto as mandibulas e musculo
adutor mandibular. Posteriormente, buscamos detarme os distintos habitos
alimentares adotados pelas linhagens de Helicadfi@am (ou ndo) a evolucao das

estruturas alimentares.

CAPITULO 1.
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Titulo corrente: Evolugdo mandibular em Heliconiini

RESUMO

Em insetos, o tamanho e forma da mandibula estciados as caracteristicas
do alimento. Em heliconineos, folifagos no estéayieal, podem ser influenciadas por
variagbes no comportamento, como a variacao n& idadolha consumida e grau de

agregacao. Mudancas na mandibula durante a ons®kmeal de onze espécies de
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Heliconiini foram analisadas e comparadas quamaloraetria e variacao na forma,
usando morfometria geométrica. As divergénciasiccamparadas com a filogenia,
reconstruida com base em sequéncias de DNA. Taahalhsob a hipotese que a forma
e tamanho mandibulares variam devido a idade @ia fmnsumida e/ou grau de
gregariedade apresentado pelas espécies de hedéosndissociada da filogenia mas
diretamente relacionada com a ontogenia das mes§ioastatou-se mudancas
ontogenéticas e filogenéticas do tamanho e da fareradibular para todas as espécies.
O tamanho da mandibula apresentou alometria pa@sitisn relacéo ao tamanho da
cabeca. Diferencas de forma foram expressivasiabda ontogéneseédione junoe
Laparus doris espécies afastadas filogeneticamente, convergirama mandibula
raspadora relativa ao habito gregario destas. kespdeHeliconiusapresentaram
mandibulas “cortadoras” associadas ao consumdiugEsfpvens desde o inicio da
ontogéneseDryadula phaetusa& Philaethriawernickeiapresentaram mandibulas
“raspadoras”, com alta convergéncia no quinto insi@acordo com seu habito de
consumir folhas maduras desde inicio da ontogébesides alipheraque se alimenta
de folhas velhas, foi a Unica espécie que apresendémdibula “escavadora”,
considerada um tipo de mandibula intermediariceeagrformas raspadora e cortadora.
Assim, a existéncia de convergéncias quanto a fdarmaandibula, dissociadas da
filogenia e associadas ao habito alimentar, é detramfa para esses heliconineos.
Palavras-chave Alometria, apéndices bucais, convergéncia adaptagregariedade,

dureza foliar, heliconineos.

1. INTRODUCAO

1.1. Estruturas alimentares e evolugéo dos insethsrbivoros
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As plantas, consideradas o entorno mais influemternde a vida dos insetos
herbivoros, usualmente desenvolvem barreiras digellthm o aceso dos mesmos,
influenciando a evolucéo de estruturas aliment@baapman 1964); a morfologia
mandibular em insetos mastigadores depende dagerdsticas do alimento
consumido. Durante o processo de alimentacaoaaditiulas entram em contato com
um potencial recurso alimentar, determinando sepsde ou ndo ser ingerido
(Chapman 1998); em alguns casos, dependendo digidiade no consumo, esta
deciséo influencia o tamanho e forma da cabeciandetos (Bernays 1986) trazendo
consequéncias importantes para o desenvolvimento.

De forma geral, apresenta dois condilos de insaag&giao cefalica, uma
regiao distal que comp®de a regido incisora, ondgtsam os dentes responsaveis por
cortar o alimento e uma regiao proximal denomirfadaar”’ que tem a funcéo de
moer, triturar e macerar. Cada dente da regidseanaié inervado por receptores
sensoriais que detectam a dureza do alimento elaroguforca necessaria para o
mesmo ser mastigado (Scoble 1992, Weihmann e®&b)2Por ser uma estrutura
altamente seletiva e devido a sua importancia leg&®do alimento, as mandibulas
podem apresentar divergéncias interespecificag@aaorma naqueles géneros cujas
espécies usam uma ampla gama de hospedeiros, @teaalaptacdes especializadas
nos casos onde 0s organismos desenvolvem umaa@sigéita (oligofagia/monofagia)
com suas plantas hospedeiras (Iseley 1944, Chap@ta).

No que se refere a mudancas de tamanho de estrotupreas, Bernays
(1986) constatou aumento proporcional da cabegai@d@hotos e lagartas
especializadas em gramineas rigidas, quando cod@satam espécies nao
especializadas. Adicionalmente, obteve sucessodazir alometria positiva entre o

tamanho da cabeca e tamanho do corpo de lagarRseddaletia unipunctgHaworth
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1809)submetidas a diferentes dietas; nesse caso, $atgidos provocaram aumento
do musculo adutor mandibular e portanto, cabecasresado que cabecas submetidas a
dietas macias.

Por outro lado, caracteristicas do hospedeiro & principalmente a maior
dureza e alto conteudo de fibras nas folhas podedupir também alto desgaste
(Djamin e Pathak 1967; Raupp 1985; Wallin 1988xeos no aparelho bucal do
herbivoro (Rauscher 1981, Silveira 2002). A exglécade um recurso alimentar para o
qual uma estrutura mandibular ndo esta adaptada,|pwar a altas taxas de
mortalidade. Walker (1985) demonstrou que ninfagrdaeiros instares do hemiptero
Parabemisia myricaéKuwana, 1927) ndo conseguem perfurar cuticulassgs de
folhas maduras d€itrustéo eficientemente como os adultos, ja que o tamédoh
estilete desses individuos nédo possui o tamanimenié para atingir o floema (seiva)
do qual essa espécie se alimenta.

1.2. Interacdo Heliconiini-Passifloraceae

Os heliconineos séo estudados pela estreita refiecé@specificidade que
apresentam com suas plantas hospedeiras (pass#g)ee se destacam como exemplo
de evolucéo conjunta (Benson et al. 1975; Futuyd@®R Atualmente, a tribo
Heliconiini (Lepidoptera: Nymphalidae) possui cedealO géneros e 70 espécies:
AgraulisBoisduval e Le Contd)ione Hiibner,Dryadula Michener,Dryas Hubner,
EueidesHibner HeliconiusKluk, LaparusBillberg, NerudaTurner,Philaethria
Billberg ePodotrichaMichener (Brown 1981).

As radiacdes dos heliconineos enquanto ao usoadad|Braceae tém sido
diversas, sendo que cada centro de radiacao pgesumorfoldgicos similares que
apresentam convergéncias comportamentais no qeéese a utilizacdo do recurso

(Benson et al. 1975). O habito alimentar das ladessheliconineos pode ser
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influenciado por pelos menos dois fatores compaetdais: o consumo de folhas de
diferentes idades e o grau de gregariedade comdsptes (Benson et al. 1975). O
primeiro refere-se a espécies menos derivadasejakmentariam de folhas velhas
desde o inicio do seu desenvolvimento; espécies aeaivadas, por sua vez, investem
no consumo de folhas jovens. A gregariedade faeoigeo desenvolvimento,
proporcionando uma diminuicdo da competicao, tacéio alimentar (Bianchi e
Moreira 2005) e aumento da protecéo contra pasasipgedadores. Os dois
comportamentos, consumir folhas de diferentes gladgau de gregariedade, teria
surgido como consequéncia da saturacao do recigmandvel no ambiente, pelo que a
adicao de novas espécies requereu a aquisicaovde adaptacdes alimentares para

coexistir com as antigas (Benson et al. 1975).

Os danos que os tecidos maduros produzem emugaglucais dos insetos
herbivoros estdo associados a dureza do alimertadips et al. 1991 Alexander
(1961), em um estudo morfoldgico preliminar, amaliasmandibulas de seis espécies
de heliconineos. Suas observacdes mostrararieienius eratpespécie que utliza
folhas jovens, apresenta dentes conspicuos cotasrsuspides bem definidas. Por
outro ladoDione junoe Dryadula phaetusague se alimentam de folhas mais rigidas,
possuem mandibulas com crestas menos pronunciadasies mais amplas e processo
molar separado da borda maxilar. Adicionalmentytara descreve as mandibulas de
duas espécies daueideqE. alipherae. isabellg como “raspadoras” durante os dois
primeiros instares, sendo inadequadas para ma&tigegr ndo possuirem crestas nem
cuspides pronunciadas na borda maxilar e por tgprogesso molar separado, aplanado

e liso; sem especificar caracteristicas objetieaa ps instares subsequentes.
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Rodrigues e Moreira (1999) atribuiram a dependétei@rvas dél. eratoas
folhas novas do hospedeiro a incapacidade dosithais jovens para consumir o
tecido rigido caracteristico de folhas maduraRal&siflora suberosadicionalmente,
Silveira (2002) e Elpino-Campos (2010) evidénciacare mandibulas de larvas de
primeiros instares possuem dentes mais pontiagqualésea incisora e com a regiao
posterior conspicua, adaptados para rasgar e corfslims tenras, e que o desgaste
mandibular € maior quando aumentada a rigidez dpdu®ira. Por outro lado, Millan
et al. (2013) demonstraram gDeiulia, espécie menos derivada e associada ao
consumo de folhas velhas, ndo teve repercussdastoga sobrevivéncia, quando
submetida a alimentacédo em folhas jovens ou vedleaslo entdo considerada uma
espécie altamente plastica no seu habito alimeasamdos sobre a relacdo entre
morfologia mandibular e habito alimentar desta eigpe outras da linhagem dos
heliconineos além das mencionadas por Alexandéij19a0 inexistentes.

Na tribo Heliconiini, a gregariedade acontece ernacde 50% das espécies
dentro dos génerd3ione EueidesHeliconius Laparuse Nerudatendo sido
considerada uma caracteristica derivada que evioldégpendentemente pelo menos
trés vezes dentro do grupo (Beltran et al. 200 Hakito gregario afeta fortemente a
sobrevivéncia, principalmente nos 14epidopt ingiaiquando a agregacéo é maior
pode estar associada a facilitacao alimentar (Bism®oreira 2005).

1.3. Evolucao ontogenética e filogenética da cabema Heliconiini.

Padrbes de desenvolvimento e a selecao naturaidiegluos ao longo da
ontogénese explicam em parte a evolugcdo morfola@psagrupos animais (Nijhout
2008). A morfologia e padrdes alimentares das éspée Heliconiini tém sido
utilizados como caracteres diagnoéstico para estededs relacdes dentro da tribo

(Alexandre 1961; Penz 1999). Alexander (1961) atniluma alta “ineficiéncia
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alimentar” das larvas de quinto instarlealipherapara se alimentar de tecidos rigidos
devido a auséncia de cristas na maxila, caraéteristmumente observada em espécies
gue se alimentam da nervura central, sempre rijid@&ntanto, a autora enfatizou que
usar descricOes simples para explicar eficiénciadibalar de todas as espécies de
modo geral era arriscado, mas que até entdo, adestacao era a Unica ferramenta
disponivel. Na época, ndo existiam recursos ac@giprecisos para esse tipo de
avaliacdo, como a morfometria geomeétrica e pa@sizgisticos para computadores
pessoais, hoje disponiveis para auxiliar descried@smparacdes estruturais mais
objetivas.

No que se refere a forma da cabeca frente aoobaimentares dos
heliconineos, Aymone (2006) avaliou a evolucaoasula cefalica dd. eratq
concluindo que ha variagGes alométricas ao longeagitdria ontogenética e
crescimento do musculo adutor das mandibulas ema@lao aumento da rigidez foliar
do hospedeiro. Adicionalmente, Aymone (2009) ewt@nque as espécies de
heliconineos do Rio Grande do Sul sofreram varmgdeforma da capsula cefalica,
mas suas analises filogenéticas ndo concordaranadibmgenia molecular reconhecida
para o grupo (Beltran et al. 2007). Assim, difeeeniga forma da cabeca diretamente
associadas a habitos alimentares poderiam indigggs&nca de convergéncias
adaptativas guiadas por restricbes ontogenétiaas(tho) ou ecoldgicas (hospedeiras,
comportamento), divergindo das relacdes filogeastic

Silveira (2002), em estudo cadr erato,demonstrou que, diferente ao
observado em relagcéo a capsula cefalica, ndo ekistenca quanto ao tamanho da
mandibula nos individuos, sugerindo que o investimaessa estrutura independe da
planta hospedeira utilizada. Neste sentido, sdessa@cios estudos mais completos e

rigorosos que avaliem mudancas das estruturasudiegite relacionadas com
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mandibula e processos alimentares das espéciedictnineos e levem em conta essas
restricbes ontogenéticas.

Estudos prévios utilizando morfometria geométriealdumas espécies de Heliconiini
evidénciaram alteracbes alométricas e de formaplsuta cefalica ao longo da
ontogénese associadas aos padrdes alimentaremtBostio indispensaveis estudos
mais rigorosos que permitam esclarecer as relatgasmento de tamanho cefalico
com a estrutura mandibular e os padrdes alimendasesspécies do grupo. Assim,
testamos a hipotese que o tamanho e a forma dalméandos heliconineos,
correlacionado com o tamanho e forma da capsuddicafvariam entre as espécies,
estando relacionados ao consumo de diferentessdidimlha e/ou grau de
gregariedade, de forma dissociada da filogenisedestas diretamente associada a

ontogenia.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Criacao de larvas

As larvas foram obtidas de ovos de fémeas mangislas6epidopte, previamente
coletadas em diferentes locais de Porto AlegreeR8adas em condicbes ambientais
controladas de laboratorio, no Departamento deafimlda Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, sodmgos da hospedeira, conforme
descrito em Ferro (1998). As plantas foram proveegede uma criacdo de passifloras
existente no local. Para espécies oligéfagasagawifoi feita na hospedeira que
confere melhor aptidéo para a espécie (Brown 1B8&fico e Araujo 1995, Silva et al.
2014). As espécies utilizadas, em ordem filogeagtaram:Heliconius ethilg(criada
emP. alata n=47) Laparus dorigP. malliformis n=40),Heliconius eratqP.

suberosan=47) Heliconius sara (P. haematostigme=39),Heliconius charithonigP.
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rubra, n=23),Eueides aliphera (P. ametistina=43),Dryas iulia(P. suberosan=46),
Dryadula phaetus#P. rubra n=45),Philaethria wernicke(P. actinia n=39),Dione
juno (P. edulis n=52) eAgraulis vanillag(P. caerulean=47).Vouchers
correspondentes encontram-se depositados na cale¢éboratério de Morfologia e
Comportamento de Insetos (LMCI) da UFRGS, sob agoode acesso LMCI 250-X.
2.2 Fixacao, extracao e analises da mandibula e ¢teindo estomacal

Para cada instar larval, um dia ap0s ter efetuadoda, em torno de 10
individuos por espécie foram fixados em Dietrighr@servados em alcool 70%. As
capsulas cefélicas foram dissecadas e subdivigmtasorte sagital e central. Usando a
metade esquerda, foi medida a distancia da inseig&ondilo anterior a base do escolo
dorsal, dita medida foi utilizada como referén@aamanho da cabeca. As mandibulas
foram dispostas em posicao horizontal sobre lashnaicroscopia coberta com fita
branca de dupla face para garantir fixacao, utitivase os condilos como referéncia.
Posterior a montagem, as mandibulas foram fotagmafam vista frontal com camera
digital Nikon® DS-U3 montada em um microscépio NilwAZ100M, usando o
software de imagem NIS-Elements para posterioréksas alométricas e
morfométricas. Para observacdes mais detalhadaslibulas adicionais (n=66, 3 por
instar/espécie) foram examinadas e fotografadasienoscopio eletronico de
varredura JEOL JSM5800 no Centro de Microscopitr&iea (CME) (UFRGS), Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. Para tanto, aadibulas foram desidratadas ao ar
livre, montadas com fita dupla face em bases ncaiglie revestidos com ouro em um
Bal-Tec SCD 050.

Para realizar observacdes detalhadas do tamarminma éas particulas contidas
no estdbmago das larvas, individuos das onze espi#eieeliconineos estudados (n= 2

individuos/espécie) foram dissecados em laboragdextraido o conteado estomacal; o



18

material extraido foi posteriormente depositadccapsulas porosas individuais,
desidratado em sequéncia alcoolica (70%, 90%, 9000%) e levado a ponto critico
com a finalidade de obter fotografias em microse@betronico de varredura JEOL
JSM5800 no Centro de Microscopia Eletrénica (CMEJRGS), Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brasil.

Para determinar possiveis diferencias de tamamtine &s particulas no
estdbmago das espécies, as fotos obtidas na miprasgetronica foram analisadas e
medidas no programa Axio Vision Rel. 4.8. por nugcestatistica ndo paramétrica.
2.3 Analises alométricas e morfomeétricas

Para fins comparativos referentes ao tamanho dadimdas das larvas em
relacdo ao tamanho dos individuos e, devido a eiedribjetividade dos dados
provenientes de medicfes corporais em larvas (sarmbes e flexiveis) para serem
correlacionados com a mandibula, foi medido o camgarto da asa de borboletas
adultas das 11 espécies estudadas (n=15/esp&aiiaia foram usadas como
referéncia de tamanho de cada espécie. Os indwiglilizados foram obtidos da
colecdo do Laboratério de Morfologia e comportaroelg insetos da Universidade
(UFRGS).

A presenca de alometrias ontogenética e filogeméts mandibulas de larvas
foi testada por meio da correlacdo de Pearson eQAMC(GraphPad Prism 5.00) entre
as retas correspondentes ao tamanho da capsulaacéfém) e tamanho do centroide
mandibular.

A digitacdo de marcos anatdmicos mandibulares éosalzacdo em
coordenadas cartesianas foi feita sobre fotozaitio o programa TPSdig 2.16 (Rohlf

2010), sendo considerados 17 marcos anatdomicod {d@mominados com nuameros) e
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consideradas regides anatdomicas de interesse peiriet al. (dados n&o publicados)
(Fig. 1) (para descricédo detalhada ver S1 Matstiplementar).

As analises das deformacdes foram feitas utiliz&@a e MANOVA obtidas
no ambiente de analises estatisticas “R”, med@asfwmcotes MASS, Ape, ade4, stats
(Development Core Team 2008) e a forma mandibulalisada com o método de
sobreposicao de Procrustes (Rohlf e Slice 1990 f@gumir as variaveis, foram
utilizadas analises de componentes principais (R©OA) os residuos de Procrustes.
Com esses residuos testamos a significancia dacéarontogenética e filogenética da
forma, usando analises multivariadas de variadtENOVA).

Foram feitas analises de deformacdes relativasl{R006) graficamente
atraves da funcéo “Thin Plate Splines” (Adams eeRbsrg 1998). As relacdes de
proximidade filogenética fenotipica foram estabieles atraves de distancias de
Mahalanobis (1936) e arvores Neighbor-Joining (et Nei 1987) ndo enraizadas.

2.4 Andlises filogenéticas

Para fins de comparacg@es estatisticas de matritasdes filogenéticas entre as
11 espécies de heliconineos foram reconstruidagtiagie 2836 nucleotideos
sequenciados de regides mitocondriais (citocronmdese [COI]) e nucleares
(Elongation 19epidlo [EF1-u] e wingles§WG]) e disponibilizados por Beltran et al
(2007) e Massardo et al. (2015). Utilizou-se o métde analise bayesiana no software
BEAST 2 (Bouckaert et al. 2014). O modelo de ev@dugas sequéncias para o
conjunto de genes particionado (mitocondriais Hleares concatenados) foi estimado
de acordo com o critério de informacédo de Akaik€R&I+G, para ambos) utilizando o
programa Jmodeltest (Posada 2008). Quatro cadeiskakov e Monte Carlo foram

rodadas simultaneamente; cada cadeia foi inicigmata de uma arvore aleatéria e
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replicada para um milhdo de geracdes amostrandamoee a cada centésima
geracado. Os escores dos valores de verossimilldascamostras foi plotado contra o
tempo de geracado para determinar quando a cad&imee estacionaria. Todos 0s
pontos amostrais anteriores a estabilidade (2.0@0&s) foram descartados como
amostrasurn in. Os dados remanescentes apos o0 descarte de abastran foram
utilizados para gerar uma arvore consenso de megjaritaria onde a porcentagem de
amostras recobrindo qualquer clado em particuf@esentaram a probabilidade
posterior do clado. As probabilidades posteriocana de 90% foram consideradas
indicativas de significancia de suporte.

Também foi gerada uma matriz de distancia entseqgéncias dos 11 taxons
através do método de maxima composicao de verdisaimga, assumindo a distancia
de Tamura—Nei (1993) no software Mega 6 (Tamued &011). A verossimilhanca
composta foi definida como a soma de valores daesgenilhanca relacionados. A
distancia pareada e os parametros de substitie@manados foram estimados com
precisdo atraveés da maximizacao da verossimilhemmpg@osta (Tamura et al. 2011).

A matriz de distancia filogenética foi correlacidagCorrelacdo de Pearson, teste
bilateral) com a matriz de dados morfoldgicos zditido o teste de Mantel (Mantel

1967) com 10000 permutacdes< 0.05) no programa Xlstat

3. RESULTADOS

3.1. Descricédo da forma mandibular e contetdo estamoal de Heliconiini

O primeiro instar das espécies estudadas apressgitodentes conspicuos na
regido incisora, os quais sofreram modificacbesrdas no quinto instar

(deslocamento, achatamento ou redu¢éo) dependarekpdcie (Tabela 1), as quais,
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analisando o transcuro ontogenético das espe@dglg&rial suplementar) e
porcentagens de classificacdo corretas para taiostares (S3 Material suplementar),
nao foram ocasionadas por processos de desgaste.

De forma geral, o padrao de forma para a regid@amala primeiro instar
apresentou-se pouco desenvolvida (praticamen)e J&ao quinto instar, dependendo
da espécie, apresentou-se pouco desenvolvida tarate mandibulas céncavas ou
pelo contrario, muito bem desenvolvidas, exibindstas e tubérculos fortemente
erguidos na sua superficie. Nessa mesma regidossivel também constatar algumas
ornamentacdes assemelhando-se a “escamas” (FQui2d. padrao foi o deslocamento
dos dentes da regido incisora (pontos anatomieos7j em direcdo ao condilo anterior
da mandibula (ponto anatémico 3). Na regido inaisafusdo da cuspide 7 com sua
incisdo 8 também aconteceu em todas as espéciage Ifegistro de dois casos
especiaisDryadula phaetusagnde os dentes correspondentes aos landmarkse2,31
apresentaram um forte achatamenteh#aethria wernickeionde o dente 9 esteve
ausente (devido a fusdo com sua respectiva inpsdiom anatdmico 10) e o dente 11
apresentou-se fortemente achatado. Adicionalmergento anatdémico 2 (localizado
entre os condilos) do quinto instar apresentouafanto em direcdo oposta a regido
incisora e a aproximacao da regido molar (pontagdamcos 4 e 5) a regiao incisora.

Particulas encontradas no estbmago de individuwesjeciekueides aliphera,
Dryas iulia, Philaethria wernickei, Dione june Agraulis vanillaeapresentaram um
formato mais homogéneo entre si, sendo um extreredandado e o outro quase reto
quanto ao tipo de corte, quando comparadas comrmsfos irregulares exibidos pelas
particulas das espécieteliconius ethila, Laparus doris, Heliconius eratéeliconius
sarae Heliconius charithonigFig. 3). No que se refere ao tamanho de ditascpéas,

existiu uma tendéncia de separacdo em dois grdpdsiiduos de espécies mais
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derivadasH. ethila Laparus doris, H. erato e H. sargxceto H. charithonig
apresentaram particulas significativamente maigres as espécies menos derivadas
Eueides alipheraDryadula phaetusaPhilaethria wernickei Dione junoe Agraulis
vanillae (excetoDryas iulia), sendoEueides alipheraonsiderada como a espécie com
particulas de menor tamanho dentro do grupo in(Eigp 4). De forma geral, o tamanho
das particulas encontradas no estdomago dos ind&hibiu baixa relacdo com tamanho
mandibular dos mesmos; muitos individuos (espéctesh mandibulas pequenas
apresentaram particulas grandes e vice-versaqfig.

3.2 Mandibulas na ontogenia de Heliconiini

Houve diferencas entre o tamanho do centroide rbaladtidas espécies
(ANOVA, F=16.39, p<0,001, n=90). Tal variacéo estagsociada ao tamanho dos
adultos de cada espécie (Fig. 6). O crescimentamanho mandibular, em todos os
casos, se ajustou a um modelo exponencial (F@ugjado a uma reta por regressao
linear (P>0,75). Em todas as espécies houve um crescimem@tzico positivo da
mandibula em relacdo com a capsula cefalica (frig.s@ obtiveram diferencas
estatisticas significativas entre as inclinacoegdide retas de crescimento em todas as
espécies (Tabela 2).

Como mencionado anteriormente, a forma da mandéprsentou
porcentagens de classificacdo corretas iguais merisues a 75% para todos os instares
em todas as espécies, indicando que a forma ddawgatvariou fortemente ao longo da
ontogénese (S3 Material suplementar); variacaohea que foi significativamente
maior no ultimo instar (MANOVA, F=4.0018, p< 0,001590) quando comparado com
o primeiro instar (MANOVA, F=.2629, p< 0,001, n=81).

3.3 Mandibulas na filogenia de Heliconiini
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A analise de componentes principais (PCA) da famaadibular mostrou
agrupamentos (espécies) melhor definidos no promestar, em contraste com o

quinto, onde apresentou-se uma tendéncia a comaeagéntre grupos (Fig. 9).

A arvore filogenética reconstruida pelo método Bay® (Fig. 10%) revelou uma
topologia que corrobora as rela¢des inferidas gdrdh et al. (2007) e Massardo et al.
(2015).Heliconiusapresentou um clado monofilético bem suportadaufemndoH.
charithonig H. erato phyllis H. sarg H. ethilla e Laparus Este Gltimo em particular ja
vem sendo situado dentro do claddH#iconiuscom base em inferéncias recentes
(Kozak et al. 2014; Massardo et al. 2015), e praxmante relacionadoE aliphera,
em concordancia com as hipéteses moleculares pr@iawn 1981; Brower e Egan
1997, Beltran et al. 2007). A topologia indica ¢éla fortemente suportada Ae
vanillaecomD. junoe de um clado formado p@ryas iulia+tDryadula phaetusa
relacionado #hilaethria wernickeiembora as relagbes das duas primeiras com a
terceira ndo sejam tao suportadastes resultados concordam com aqueles obtidos por
Beltran et al. (2007) e Kozak et al. (2014).

A arvore de distancias fenotipicas geradas pamagonandibular do primeiro
instar (Fig. 10B) mostra o agrupamento entre espéia 4 subgrupoBione
junctAgraulis vanillae (Laparus dorist (H. sara+H. erato +H. charithoniatEueides
alliphera +H. ethilatDryas), Dryadula phaetusa Philaethria wernickeiA arvore
fenotipica gerada para o quinto instar (Fig. 10@6%tnou uma topologia diferente da
obtida para primeiro instar, com 3 agrupamentaingdisiveis: .
charithoniatAgraulis vanillag + (H. ethilarEueides alipherp+ (LaparustDione) + H.

sara+ H. eratg Dryasiulia e Philaethria wernickei +Dryadula phaetusa
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As distancias calculadas a partir do niumero deadif@as entre sequéncias
pareadas (DG) séo apresentadas na Tabela 3 ereemde distancia fenotipicas de
Mahalanobis de primeiro e quinto instar na Tabeldehhuma das duas matrizes
morfologicas apresentou correlacao significativa @omatriz DG; a correlacéo entre a
matriz de distancia morfolégica de primeiro ingtak) versusDG apresentou r = 0.17
(p = 0.42) e entre o quinto instar (L&®rsusDG. R =0.34 9 = 0.11).

4. DISCUSSAO

As analises alométricas e morfomeétricas evidéntiatanto a nivel
ontogenético quanto filogenético, que as 11 espéladeheliconineos estudadas
sofreram variacdes no tamanho e forma das suasiloodensl As estruturas
mandibulares encontradas sugerem que a maiorigsgasies rasgam ou mastigam
tecidos no inicio do desenvolvimento enquanto gueguinto instar, os habitos
alimentares se distinguiram em “raspador”, cortadomue denominamos
“intermediario”, que seriam mandibulas com caréstieas compartilhadas pelos dois
habitos.
4.1 Mandibulas na ontogenia de Heliconiini

Frankino (2011) prop6s que a evolucao fenotipicaerimais podia ser estudada
“carater por carater’ que sugere que 0 COrpo des $&/0S € composto de unidades
integradas localmente. Adicionalmente, estas ueslpdderiam ser consideradas partes
modulares que integram caracteres funcionalmelaeioeados em unidades de
transformacao evolutiva que surgem espontanearoardéemo produto da selecéo
natural.

As variacdes encontradas no tamanho da mandibslaediconineos estudados
foram congruentes com a teoria que afirma quelagdes de crescimento entre partes

do corpo de um individuo geralmente variam de acoain seu tamanho (Nijouth e
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German 2012); apresentando normalmente pouca &ariatraespecifica e ampla
variacao interespecifica (Frankino et al. 2011)tadsanhos da mandibula
corresponderam com o tamanho intrinseco da enwen@dd asa atribuida as espécies.
Por exemplol.. doris H. eratq D. phaetusa P. wernickeisdo espécies que
naturalmente possuem individuos de maior portedpaomparados coi. junoekE.
aliphera Como consequéncia, as quatro primeiras forams@écees cujos individuos
apresentaram mandibulas maiores, enquanto as kiuzasiapresentaram mandibulas
menores. Adicionalmente, o contedudo estomacaidieiduos (espécies) com
mandibulas pequenas exibiram particulas grandgsdgerersa); sugerindo, de forma
inédita, que o tamanho das particulas no estomagtadartas dessas borboletas estaria
determinada pela forma da mandibula e ndo peltasganho.

Durante a ontogénese das onze espécies de hedosrdstudadas observou-se
uma relacéo alomeétrica positiva entre a taxa dorento da mandibula e a capsula
cefalica de larvas. No referente a crescimentdicefdiferencial, o resultado é
congruente com as variagdes alométricas encontpadasymone (2006) em
Heliconius erato phyli, onde a cabeca cresceu proporcionalmente mas que
mandibula. A autora correlacionou esse crescingifgenciado da regiao cefalica
com os requerimentos mecanicos das estruturasradines (mandibula e musculo
adutor) frente ao aumento da rigidez folialPdesuberosao principal hospedeiro usado
pela espécie. Adicionalmente, nossos resultadasifgen corroborar também o
proposto por Aymone (2009), de que a constricaedi@o posterior da capsula cefalica
do primeiro instar de oito espécies de heliconinexativamente a crescente expansao
no transcurso da ontogénese, se deve principalraerdescimento da estrutura

mandibular e sua musculatura alojada na regia@mddbrsal da cabeca das larvas.



26

A regido ceféalica dos insetos herbivoros € conadieuma estrutura de vital
importancia porque alberga o centro de comandastiensa nervoso e as pecas bucais
(Chittka & Niven 2009; Ito et al. 2014), ja tenddscomprovado para algumas
espécies de insetos cortadores que o tamanho eeaca@ldeterminado pelo tamanho
das estruturas alimentares (Das 1937, Bernays Bil86jra 2002, Brannen et al.

2005) Bernays (1986), usando lagartasRdeudaletia unipuncté_epidoptera:
Noctuidae) que foram alimentadas com folhas temrégidas mostrou que o musculo
adutor da mandibula tornou-se mais desenvolvidimdimiduos alimentados com
tecidos rigidos, o que consequentemente resultotapsulas cefalicas maiores quando
comparadas com as larvas alimentadas com folhesstdPosteriormente, Bernays e
Hamai (1987) mostraram para duas espécies de gadsnigue a largura da cabeca foi
maior quando alimentados com gramineas mais duras.

Para insetos herbivoros é reconhecido que as edsticas dos hospedeiros, tais
como guantidade de micro e macro nutrientes, colopsgcundarios e dureza do
tecido vegetal afetam diretamente a performancenddgduos (Bernays e Chapman
1994). A mandibula de insetos cortadores € a astrencarregada de selecionar e
processar inicialmente o tipo de tecido que o mpetle ingerir (Chapman 1998) e
portanto esta sujeita a pressdes ambientais sativito fortes e diretas (e.g. flutuacao
na disponibilidade de plantas hospedeiras, cafstitars diferenciadas e subsequente
capacidade de aceitacdo das mesmas). Um maiotimeato no tamanho mandibular
estaria diretamente associado a uma otimizacamerda na velocidade do processo de
alimentacéo durante o estagio larval. Por outro,lad modificagdes quanto a forma
apresentadas pelas mandibulas estariam sendo mslda@cordo com as
caracteristicas do hospedeiro do qual as larvarsentam (Alexander 1961; Bernays

et al. 1991, Bernays 1998).
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De forma geral, mudancas de forma dos individuoarde a trajetoria
ontogenética sdo caracteristicas que definem @siesge sua evolucdo morfolégica,
pelo menos dentro de um dado filo (Nijouth e Ger@2@lIR); estruturas alimentares
durante a ontogénese de insetos se modificam ngioasiio ao tamanho, mas também
quanto a forma em si (Matsuda 1965, Gorb & Beu@@2 Bernays e Janzen 1988,
Brannen et al. 2005). As analises de componentesimis junto com as deformacdes
“Thin Plate Splines” realizadas para cada espéomnaram a forma mandibular do
primeiro instar fortemente diferenciada em relag@® demais instares e que essa
diferenciacéo se torna menos evidente em instabsegquentes, o que pode estar
relacionado com a alta especificidade apresentadiayas jovens ao hospedeiro
vegetal, que geralmente diminui progressivamentande a ontogénese (Bernays 1987,
Zalucki et al 2002).

Em relacéo a dita especificidade em larvas joviealsalhos de Silveira (2002) e
Elpino-Campos (2010) evidénciaram um alto grauetgdste e danos ocorridos nas
mandibulas de larvas # eratoem relacdo ao aumento da idade (rigidez) dasdolha
oferecidas para alimentacao. Silveira (2002) arguiioneque o alto desgaste
apresentado por larvas de instares iniciais dacespén questdo, alimentadas em folhas
velhas (condicdo forcada), deveu-se principalmamerfologia mandibular propria do
primeiro instar; que apresenta dentes pontiaguolmsacregido posterior conspicua.
Supostamente, esta mandibula seria adaptada peastigacédo de tecidos jovens
(condicao natural), limitando alimentacdo em tegidoros e espessos. Uma “identidade
de forma” particular em larvas de instares inigidesacordo com o tipo de tecido
consumido, explicaria a separacao dos primeirdaries em individuos de. erato
encontrados aqui, e igualmente nas outras 10 espeésiudadas nesse trabalho, o que

sera explorado em detalhe, a seguir.
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4.2 Mandibulas na filogenia de Heliconiini

A convergéncia de padrbes alométricos entre espeéalacionadas resultaria de
selecéo externa agindo fortemente sobre estrujuegavorecem o éxito durante o
desenvolvimento embrionario até o estado adultayfwia1996). Em insetos
holometabolos, o éxito da etapa adulta dependesiengpenho dos estagios imaturos,
gue se alimentam ativamente, e portanto, estrumaasliibulares desempenham um
papel crucial no processo (Gilbert e Singer 19t8ihard et al. 1994; Bernays 1998;
Dmitriew e Rowe 2011). Em todas as espécies, vetifse uma taxa de crescimento
mandibular maior do que a capsula cefalica duramtajetoria ontogenética, coerente
com o encontrado por Aymone (2006) praerato phyllis A autora relacionou
mandibulas maiores em instares mais avancadosasidade de aumento na
capacidade de trabalho, devido a pressdes selsbbas o aparelho bucal, que
permitiriam aos individuos se alimentar de tecidiosidos de uma maior dureza a
medida que transcorre o desenvolvimento.

Por outro lado, mudancas associadas aos habitisupsres de cada espécie
podem leva-las a obtencéo de formas especificathgaeonferiram vantagens no
aproveitamento do ambiente (Whitman e Ananthakasi#009) e, dependendo da
forca das pressdes seletivas, podem resultar emendiés niveis de especificidade
(Bernays et al. 1991). Nas analises de componeritespais realizadas para forma
mandibular de primeiro e quinto instar identificeeigque espécies mais diferenciadas
durante o primeiro instar do que no quinto ingtade foram corroboradas
convergéncias de forma entre algumas espéciegfikiggamente afastadas. Estes
resultados sugerem que pressodes ecologicas agaranmguzir convergéncias

evolutivas nas formas mandibulares nos Helicondimda, a evolucéo desta estrutura
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estaria ocorrendo por habitos comuns adotados esgpexies, como idade da folha ou/e
gregariedade, sem sinal filogenético agindo nogssa.

Devido a pouca capacidade de locomocao, € indiapehgue larvas de instares
inicias de insetos se estabelecam exitosamenfgaraas hospedeiras escolhidas pela
fémea no momento da oviposi¢cao, como também éaldear energia na forma de
biomassa, principalmente porque estados inici@m®sanais vulneraveis e as que
apresentam maiores taxas de mortalidade (Bern®@ Z8lucki et al 2002). O fato das
espécies de heliconineos estudados terem apresemiadmaior diferenciacdo de
forma mandibular durante o primeiro instar podarestiacionado caracteristicas
particulares de cada espécie, que Ihes permitirghorar eficientemente o hospedeiro
utilizado pela fémea durante sua histéria evoluiNesse caso, sendo hospedeiros
diferentes, as larvas de primeiro instar serianbtamdiferenciadas umas das outras e,
portanto, apresentariam caracteristicas mais ghantes entre as espécies do que larvas
de quinto instar, nas quais tem sido corroborada maior flexibilidade no
aproveitamento de hospedeiros alternativos, qggnaria entdo convergéncias
morfologicas entre grupos com habitos ‘flexiveism exemplo disso seria 0 estudo
realizado por Rodrigues e Moreira (1999), ondedlaide quinto instar dé. erato
phyllis conseguiram se alimentar exitosamente de tectiwed e duros do hospedeiro,
a diferenca das larvas de primeiro instar que, dpaondicionadas a folhas velhas,
mostraram uma alta mortalidade.

Alexander (1961), durante o quinto instar, atricasudarvas do génekueideso
habito “raspador” por elas ndo possuirem crestasaispides pronunciadas na regiao
incisora e uma regiao molar aplanada (que namfobborada nesse trabalho),
diferente do génerdeliconius grupo aparentemente cortador, cujas larvas se

alimentam de toda a folha, ingerindo tanto a boadao a nervura central.
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Adicionalmente, a autora propde que larva®dping embora possuam dentes com
cuspides diferenciadas e regido molar sobressadiendentes amplos e separados
teriam mandibulas menos eficientes do que as ajieelses poHeliconius O habito
larval deDione, rejeitando sempre a nervura central da folhalédia o empecilho
desse grupo para consumir tecidos rigidos. Portpossuiria também um tipo de
habito “raspador”. A topologia de forma mandibudarprimeiro e quinto instares das
espécies ndo foram congruentes entre si e nem topolagia flogenética do grupo.
Para o quinto instar verificou-se convergénciasfohgicas entre espécies
filogeneticamente afastadas; sendo mais evidecés@deD. junoeL. doris Embora
essas espécies apresentam dentes com cuspidéoemetar definidas durante o
quinto instar, os dentes foram notavelmente amdsgeneticamente esses dois
grupos divergenD). junoé considerada uma espécie mais basal, enquadtryis uma
espécie mais derivada, aparentada (e muitas wvedasa) com o grupbleliconius Por
outro ladoDione e Laparussao géneros cujos individuos apresentam habigagoe o
que de alguma forma poderia explicar a morfologaadibular convergente dessas
espécies.

A gregariedade surgiu independentemente pelos nigwgezes em
Heliconiini (Benson et al. 1975, Beltran et al. 2P6 tem sido proposta como um
fendmeno que evoluiu em fungcéo da sobrevivénciaséacies que apresentam o
comportamento. Trabalhos realizados por Bianchobeela (2005) a respeito da
performance d®. junocriadas enPassiflora edulisnostraram que altas densidades
larvais aumentam a sobrevivéncia por uma supoatdithcao alimentar” relacionada
com aspectos “meramente comportamentais”, ineraotéabito gregario. Estudos
preliminares realizados por Millan (em preparagéojtraram resultados similares para

individuos da espécle doriscriada enP. maliformis
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A convergéncia da forma mandibular@ejunoeL. dorisno quinto instar,
contrario ao proposto por Bianchi e Moreira (20@v)déncia alteracdes ontogenéticas
de natureza morfologica (e ndo s6 comportamerdampartilhadas entre individuos
das duas espécies, que seriam causadas, possitelpeda seu habito gregario
(alimentacdo em grupo). Quando comparadas as maaslitle quinto instar de doris
com suas espécies irmas mais proxi(haethila H. eratq H. saraeH. charithonig é
evidente que os dentes de individuos ddoris sdo muito mais amplos e grossos e a
regido molar muito menos ornamentada do que aaegidar das mandibulas
cortadores dadeliconius Ao mesmo tempd,. dorisapresenta muitas similaridades
com a mandibula d@. juno, que possui habito raspador.

Em outras palavrag, doriseD. juno, sendo espécies afastadas
filogeneticamente, compartilham o habito raspadoaike o quinto instar, que poderia
ter sido estimulado pelo habito estritamente gregan etapas iniciais do
desenvolvimento. Levando em conta que t&itme comoLaparussao géneros que
apresentam oviposicdo em massa (15 a 64 ovos eotoedle postura), seria coerente
depositar ovos em folhas extensas e totalmentéaah@ara garantir alimento suficiente
para toda a prole. Nesta situacdo, um habito mer@ncertador seria ineficiente para
consumir tecidos duros caracteristicos de folhas maduras, explicando assim a
convergéncia morfologica mandibular raspadora.

O fendmeno de ‘facilitacdo alimentar’ observadoespécies gregarias ¢ um
assunto pouco explorado. Nosso estudo com osadeslbbtidos por Bianchi e
Moreira (2005) sugerem que larvas de primeiro irdgaambas as espécies néao
sobrevivem quando criadas separadamente, o quaiqde larvas jovens sao
ineficientes se alimentando sozinhas de tecidostaegduros. Esta hipotese é

corroborada pela morfologia exibida pelo primeirstar das duas espécies, que €
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basicamente “cortadora” (ao igual queHmiconiug e se torna raspadora no transcurso
da ontogenia. Evidénciamos morfologicamente ghé&hito raspador se desenvolve
nas larvas depois do primeiro instar e que so dicao “agregada” permite a
alimentacéo de larvas de primeiro instar em fotfgidas, pois sem essa condicdo a
mortalidade aumenta significativamente.

No caso de individuos déeliconius a condicéo “cortadora” foi mantida até o
fim do desenvolvimento em todas as espécies estapgambora existam condi¢des de
semi-gregariedade dentro do grupb ¢araeH. charithonig, dita condi¢do parece néo
influenciar mudancas ontogenéticas nas mandibom#dividuos. Espécies de
Heliconiuscolocam seus ovos nas gavinhas, primeira folHzafier e folhas mais novas
da planta hospedeira que sdo mais tenras e pqriamas cortadoras jovens, sozinhas,
conseguem se alimentar desses tecidos moles. gigiande uma condicdo mandibular
“cortadora” a uma raspadora em individuos de iastarais avancados BejunoelL.
doris € uma questéo que de alguma forma favoreceridaaevn grupo. As razdes dessa
mudanca na dinamica dessas espécies restam aesqrienmadas.

Segundo Aymone (2009), as variacdes de forma daulzpefalica de oito
espécies de heliconineos nao correlacionadas dibmgenia das mesmas indicaria
processos evolutivos independentes selecionadagstoicdes ontogenéticas e
ecologicas relativas a adaptacdes nas pecas bidarsna das mandibulas d@e
phaetusae P. wernickeiestiveram fortemente separadas das outras esjmgieso
primeiro instar e apresentaram uma alta converg@mguinto instar. Desde o primeiro
instar, apresentou-se um achatamento e/ou auseidentes 11 e 13 da regiao
incisora nas duas espécies, 0s quais foram comnspias outras nove especies de

heliconineos estudadas.
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Os género®hilaethriae Dryadulando apresentam habito gregéario e séo
reconhecidos por possuir uma alta capacidade driocunde folhas maduras desde

instares iniciais até o fim da etapa larval (Benstoal. 1975). E factivel que o

agrupamento da forma mandibular entre as espéessesl dois géneros corresponda
entdo a uma convergéncia de habito alimentar astaéi “idade de folha”, que capacita
larvas para o consumo de folhas velhas desdeio awadesenvolvimento. Devido a
isso, a existéncia de diferenciacao evidente deksesespécies no primeiro instar,
onde foi observado a presenca de regides inciisaase regides molares aplanadas,
capazes de processar folhas velhas. Esse tiportdiltoéa “raspa” os tecidos rigidos
das folhas maduras permitindo sua ingestao (Alextati@61). Tal aspecto poderia ser
estendido as mandibulas Eealipheraonde também foi corroborada uma regiao
incisora lisa propria de espécies que lidam comaflelhas mas, diferentemente de
espécies meramente raspadoras, possui tambémmakeass desenvolvidas parecidas
com as das espéciesideliconius,que sdo cortadoraBueides alipheraeria uma
espécie com mandibulas “intermediarias” capazéssbavar’ tecidos vegetais duros,

contando com a regido molar pronunciada, que anxilna fragmentacéo de tecidos

rigidos proprios de folhas velhas.

5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo é a primeira e mais complet&mrsi@ experimental sobre o
crescimento aprimorado da mandibula em represestdas principais linhagens de
lepidopteros heliconineos. E o primeiro que mastnadetalhe a ocorréncia de
mudancas de forma na mandibula durante a ontogéossedividuos.
Adicionalmente, evidénciamos convergéncias de formaadibular entre espécies

filogeneticamente afastadas como resposta a tgpbsglitos alimentares
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compartilhados (idade da folha consumida ou aliagEd em grupo), correspondendo
principalmente a necessidade primaria de sobreviaéarval.

S&0 necessarios estudos adicionais com espéciggsigee(exD. junoel.
doris) em comparacao aquelas de habitos bem estabelepidato a “idade de folha”
(e.g. H. eratd, que determine os processos envolvidos nas masangs
consequéncias desses habitos sobre o tamanhoa&deroutras estruturas alimentares
(e.g. musculatura correspondente). Da mesma fauggre-se a conducao de estudos
que testem a plasticidade fenotipica da mandilbeidef a0 consumo de diferentes
espécies passifloraceas e em espécies de habibéaglo (e.gH. eratoeD. iulia, entre
outras).
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Tabela 1.Descricdo morfologica das mandibulas de primeguieto instares de onze
espécies de heliconineos.

Espécie

Grau gregariedade

Instar

L1

L5

Heliconius ethila

Solitaria

6 dentes conspicuos
na regido incisora.
Regido molar pouco
desenvolvida
(praticamente lisa).

HABITO:
CORTADOR
Tipo folhas: Novas

Mandibula aplanada.
Dentes conspicuos na
regido incisora.

Formacéao de superficie
aplanada entre os dentes
localizados nos
landmarks 7 e 9 da regido
incisora.

Regido molar engrossada
e elevada, apresentando
crestas e pequenos dentes
na superficie.

Se observam
ornamentacdes
assemelhando escamas
na superficie interna da
mandibula.

HABITO: CORTADOR
FRACCIONADOR

Tipo folha: Novas e
velhas

Tamanho das particulas
no estbmago: Grandes
Formato das particulas:
Irregular

6 dentes conspicuos
na regido incisora.
Regido molar pouco
desenvolvida
(praticamente lisa).

Mandibula céncava.
Dentes conspicuos e
amplos (aplanados) na
regido incisora. Regido
molar pouco
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Laparus doris

Grau de
gregariedade:
Gregéaria

Gregaria

HABITO:
CORTADOR
Tipo de folhas:
Novas e maduras

desenvolvida, dando a
aparéncia de colher,
reforcada pela superficie
continua formada entre
os dentes localizados nos
landmarks 7 e 9,
assemelhando a borda de
uma espatula.

Se observam
ornamentacgdes
assemelhando escamas
na superficie interna da
mandibula.

HABITO: RASPADOR

Tipo folhas: Novas e
velhas

Tamanho das particulas
no estdmago: Grandes
Formato das particulas:
Irregular

Heliconius erato

Solitaria

6 dentes conspicuos
na regido incisora.
Regido molar pouco
desenvolvida
(praticamente lisa).

HABITO:
CORTADOR
Tipo de folhas:
Novas

Mandibula aplanada.
Dentes conspicuos na
regido incisora.
Formacéao de superficie
aplanada entre os dentes
localizados nos
landmarks 7 e 9 da regido
incisora.

Regido molar fortemente
elevada, apresentando
crestas e tubérculos
longos ao parecer
fusionados e fortemente
erguidos na superficie,
em direcao a regido
incisora.

HABITO: CORTADOR
FRACCIONADOR

Tipo folhas: Novas e
velhas

Tamanho das particulas
no estbmago: Grandes
Formato das particulas:
Irregular

Heliconius sara

Semi-gregaria

6 dentes conspicuos
na regido incisora.
Regido molar pouco
desenvolvida
(praticamente lisa).

Mandibula aplanada.
Dentes conspicuos na
regido incisora.
Formacao superficie
aplanada entre os dentes
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Grau de
gregariedade: Semi-
gregaria

HABITO:
CORTADOR
Tipo de folhas:
Novas

localizados nos
landmarks 7 e 9 da regido
incisora.

Regido molar fortemente
elevada, apresentando
crestas e tubérculos
longos ao parecer
fusionados e fortemente
erguidos na superficie,
em direcdo a regido
incisora.

HABITO: CORTADOR
FRACCIONADOR

Tipo folhas: Novas e
velhas

Tamanho das particulas
no estdmago: Grandes
Formato das particulas:
Irregular

H. charithonia

Grau de
gregariedade: Semi-
gregaria

Semi-gregaria

6 dentes conspicuos
na regido incisora.
Regido molar pouco
desenvolvida
(praticamente lisa).

HABITO:
CORTADOR
Tipo de folhas:
Novas

Mandibula aplanada.
Dentes conspicuos na
regido incisora.
Formacao superficie
aplanada entre os dentes
localizados nos
landmarks 7 e 9 da regido
incisora.

Regido molar
desenvolvida.

Se observam
ornamentacdes
assemelhando escamas
na superficie interna da
mandibula

HABITO: CORTADOR
FRACCIONADOR

Tipo folhas: Novas e
velhas

Tamanho das particulas
no estdbmago: Pequenas
Formato das particulas:

Irregular

Eueides aliphera

Solitaria

6 dentes conspicuos
na regido incisora.
Regido molar pouco
desenvolvida
(praticamente lisa).

Mandibula aplanada.
Dentes aplanados pouco
desenvolvidos sendo o
dente localizado no
landmark 9 reduzido, o
gue forma uma superficie
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HABITO:
CORTADOR
Tipo de folhas:
Novas

continua assemelhando a
borda de uma espatula.
Regido molar bem
desenvolvida com
tubérculos na superficie.

HABITO:
ESCAVADOR,
“INTERMEDIARIO”

Tipo folhas: Velhas

Tamanho das particulas
no estdbmago: Pequenas
Formato das particulas:

Arredondado

6 dentes conspicuos
na regido incisora.
Regido molar pouco
desenvolvida

Mandibula aplanada.
Engrossamento evidente
dos dentes na regido
incisora, como a elevacao

Dryas iulia Solitaria (praticamente lisa). da area basal dos dentes,
entre os dentes e a regido
HABITO: molar que é pouco
CORTADOR desenvolvida, e
Tipo de folhas: desprovida de dentes e
Velhas tubérculos na superficie.
HABITO: RASPADOR
Tipo folhas: Velhas
Tamanho das particulas
no estbmago: Grandes
Formato das particulas:
Arredondado
Mandibula achatada. Mandibula concava
6 dentes conspicuos semelhante a uma
na regido incisora, concha.
curvados em direcao Superficie continua
a regido molar RM  formada entre os dentes
pouco desenvolvida localizados nos
Dryadula phaetusa Solitaria (praticamente lisa). landmarks 7 a 11 da

HABITO:
RASPADOR
Tipo de folhas:
Velhas

regido incisora,
parecendo a borda de
uma espatula.

Dentes correspondentes
aos landmarks 9, 11 e 13
da regido incisora
fortemente achatados.
Area molar desenvolvida,
elevada, sem
ornamentacgdes ou
tubérculos na superficie.
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HABITO: RASPADOR
Tipo folhas: Velhas

Tamanho das particulas
no estdbmago: Pequenas
Formato das particulas:

Arredondado

Mandibula aplanada.

6 dentes na regido
incisora, sendo o 7,

Mandibula concava.
Dente localizado no
landmark 9 ausente

15 e 17 conspicuos e(devido a fusdo com sua

odente 9e 11
reduzidos.

respectiva incisdo ponto
anatdmico 10) e o dente

Philaethria Solitaria Regido molar pouco 11 fortemente achatado
wernickei desenvolvida na regido incisora.
(praticamente lisa) Regido molar pouco
desenvolvida,
HABITO: favorecendo o aspecto de
RASPADOR concha, reforcado pela
Tipo folhas: Velhas superficie continua
formada entre os dentes
localizados nos
landmarks 7 a 11,
parecendo a borda de
uma espatula.
HABITO: RASPADOR
Tipo folhas: Velhas
Tamanho das particulas
no estdmago: Pequenas
Formato das particulas:
Arredondado
6 dentes conspicuos Mandibula aplanada.
e afiados naregido Dentes conspicuos e
incisora, na direcdo amplos (aplanados) na
Dione juno Gregéaria oposta a regiao regido incisora. Regido

molar.

Regido molar pouco
desenvolvida
(praticamente lisa).

HABITO:
CORTADOR
Tipo folhas: Velhas

molar desenvolvida e
elevada, com pequenos
dentes na superficie.

HABITO: RASPADOR
Tipo folhas: Velhas
Tamanho das particulas
no estdbmago: Pequenas

Formato das particulas:
Arredondado
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6 dentes conspicuos Mandibula aplanada.
na regido incisora. Dentes na regido incisora
Regido molar pouco conspicuos, com

Agraulis vanillae Solitaria desenvolvida elevacéo da regido basal
(praticamente lisa). entre os dentes e a regido
molar, que é
HABITO: desenvolvida com poucos
CORTADOR tubérculos na superficie.

Tipo folhas: Velhas )
HABITO: RASPADOR

Tipo folhas: Velhas

Tamanho das particulas
no estdmago: Pequenas
Formato das particulas:

Arredondado

! Resultado da ac&o dos dentes;

2 Resultado da acio da regido molar provida de gimespicuos;

3-Resultado da ac&o da borda distal mandibularydeisia de dentes;

4 Resultado da agdo da regido molar em forma glolbosa pouca ornamentacao;
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Tabela 2.Inclinacdes alométricag) correspondentes ao tamanho da cabeca e tamanho
da mandibula de onze espécies de heliconineos.

] ANCOVA
Espécie Céapsula Centroide F P Diferem as Diferem os
cefélica mandibular inclinacbes? interceptos?
Heliconius ethila 0.5524 4.5795 10699.7 < 0.0001 \ -
Laparus doris 0.6788 5.0957 1148.06 < 0.0001 \ -
Heliconius erato 0.5708 5.2203 6739.5 < 0.0001 \ -
Heliconius sara 0.6449 4.5834 16201 <0.0001 V -
Heliconius 0.4107 4.0644 2689.52 < 0.0001 \ -
charithonia
Eueides aliphera 0.3697 3.4955 5311.51 < 0.0001 \ -
Dryas iulia 0.5807 4.8120 9661.62 < 0.0001 \ -
Dryadula phaetusa 0.5750 6.0129 1717.5 < 0.0001 \ -
Philaethria wernickei  0.5207 4.1901 3380.17 < 0.0001 \ -
Dione juno 0.5068 4.3612 6859.6 < 0.0001 \ -

Agraulis vanillae 0.4898 3.9881 1042 < 0.0001 \ -
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Tabela 3. Distancia genética pareada (Tamura-Nei, 1993¢ drit espécies de
heliconineos com base em 2836 nucleotideos, utdiza método de maxima
composicao de verossimilhanca. Sobrescritos indwsnalores correspondentes as

espécies nas colunas.

Espécie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Agraulis vanillagt
Dione junc® 0,0886
Dryadula phaetuséd ~ 0,0919 0,1120
Dryas iulia* 0,0874 10,1120 0,0832
Eueides aliphera 0,0844 0,1093 0,1071 0,0998
Heliconis charithonig¢ 0,0904 0,1209 0,1058 0,0981 0,0823
Heliconius eratd 0,0875 0,1119 0,1039 0,0962 0,0808 0,0514
Heliconius ethillaé 0,0822 0,1059 0,1023 0,0935 0,0816 0,0694 0,0717
Heliconius sard 0,0915 0,1236 0,1085 0,0981 0,0916 0,0616 0,0605 0,0737
Laparus dorig® 0,0952 0,1178 0,1209 0,1033 0,0892 0,0826 0,0786 0,0725 0,0875
Philaethria wernicket! 0,0814 0,1146 0,0960 0,0916 0,0946 0,0974 0,0939 0,0933 0,0964 0,1068
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Tabela 4. Distancias fenotipicas de Mahalanobis de primgitd e quinto instar
(L5) entre 11 espécies de heliconineos. Sobresgrniticam os valores

correspondentes as espécies nas colunas.

L1 1. 2. 3. 6 7. 8 9. 10.
Agraulis vanillagt
Dione junc? 4,4032
Dryadula 133,44 136,00
phaetusd
Dryas iulia* 115,51 117,96 9,325
Eueides aliphera 149,58 128,11 59,753 39,050
Heliconis 84,438 87,919 16,944 6,6372 40,342
charithonia®
Heliconius eratd 64,781 69,21 22,918 17,839 54,224 3,593
Heliconius ethille# 92,604 100,81 14,928 4,6215 54,117 2,129 30,83
Heliconius sard 59,745 64,370 22,482 11,685 49,636 2,315 3999 4,38602
Laparus dorig® 46,124 51,172 28,690 17,182 63,115 12,73 6682,9 12,232 5,4097
Philaethria 303,39 310,29 35,898 58,746 128,75 82,386 92499, 73,575 103,54 123,02
wernickef!
L5
Agraulis vanillagt
Dione junc® 17,266
Dryadula 41,676 50,429
phaetusd
Dryas iulia* 14,253 29,932 21,183
Eueides aliphera 11,812 16,430 51,214 23,061
Heliconis 9,7695 33,310 59,317 35,150 11,588
charithonia®
Heliconius eratd 9,6591 21,637 12,352 11,019 16,359
Heliconius ethills#8 10,696 28,206 44,923 10,256 7,8322 20,113 9,7476
Heliconius sard 14,138 17,312 26,051 16,839 7,7908 19,169 43,06 12,209
Laparus dorig® 15,342 16,749 36,871 26,138 9,5727 13,654 74,57 19,031 7,6875
Philaethria 53,725 58,806 9,3832 30,945 57,198 73,129 23,9646,376 27,582 41,761

wernickef!
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S1.Descricao das regifes da mandibula e respectordspanatdémicos utilizados nas

analises morfométricas.

Regido Marco Descricao
Anatdmico
Condilar 1 Céndilo posterior da mandibula
2 Posicéo central da margem distal, entre osadwidilos mandibulares
3 Condilo anterior da mandibula
Molar 4 Limite lateral esquerdo da margem da regiatar
5 Limite proximal do dente 11-12 com a margemedpdo molar
6 Limite proximal do dente 9-10 com a margem dgéiee molar
Incisora 7,9, 11, 13,15 Apice do dente incisor
el7
8, 10,12,14 e Base externa entre dentes incisores
16

S3.Porcentagens de identificacdo corretas dos cirstarigs larvais de 11 espécies de
heliconineos segundo analise discriminante (LDA)

Classificacdo correta/instar larval (%)

Espécie L1 L2 L3 L4 L5
Agraulis vanillae 100 100 100 100 100
Dione juno 100 100 100 100 100
Dryadula phaetusa 100 100 80 80 80
Dryas iulia 100 100 89 89 82
Eueides aliphera 100 80 75 83 75
Heliconis charithonia 100 100 100 100 100
Heliconius erato 100 90 100 100 100
Heliconius ethilla 100 100 89 89 92
Heliconius sara 86 75 75 87 75
Laparus doris 100 100 86 100 89
Philaethria wernickei 100 100 90 75 86




Regiao condilar

Regiao incisora

Fig. 1
Millan et al. 90 mm
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Fig. 2
Millan et al. 190 mm
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Fig. 3
Millan et al. 190 mm
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estatistica entre as inclinagdes das retas (MANQ#A0,001).
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Figura 9. Analise de Componentes Principais (PCA) das formasdibulares, no
primeiro e quinto instar, de onze espécies de drEihe0s.A) e B) representam as
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Figura 10. Arvores Neighbor-Joining (ndo enraizadas) da Ajiaa filogenética
Bayesiana com base na andlise combinada de dadisAlenitocondrial (COI) e
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tracejadas deformacdes na vertical, dentro de @ai@onente. Ha diferencas dentre os
instares das espécies (MANOVASs, p < 0,001).
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Titulo corrido: Plasticidade fenotipica na mandébdgH. erato
RESUMO

Plasticidade fenotipica é definida como a capaeidie um organismo em
desenvolver fendtipos adaptativos frente a condigdebientais flutuantes.
Caracteristicas apresentadas pelas plantas, tas wma alta dureza e espessura das
folhas, podem influenciar a acessibilidade dostasskerbivoros. Nesse contexto, as

mandibulas e musculatura acessoria de larvas d®gpros desempenham um papel
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importante na sobrevivéncia e desenvolvimento deptas sdo as que determinam se
as particulas vegetais de um potencial hospedederp ou nédo ser ingeridas e
aproveitadas.

Heliconius eratc@ uma espécie de heliconineo cujas larvas serahmede
espécies de maracuj@assifloraceae). No que se refere as caractagstiandibulares
e suas possiveis adaptactes em individuos quernensuma ou outra planta, estudos
comparativos (forma e tamanho) sdo inexistentesteNestudo, testamos a hipétese de
que larvas dél. eratocriadas em quatro espécies de plantas hospedpi@sentariam
diferencas quanto ao tamanho e/ou forma das mdadjlassim como exibiriam
diferencas no tamanho do musculo adutor assocsedwmadibulas; esperamos também
que as taxas de crescimento entre as duas essrapuesentem diferencas, dependendo
da planta hospedeira onde os individuos foram @siddarvas dél. eratoforam
criadas enP. actinig P. caeruleaP. miserae P. suberosaté atingir o quinto instar
larval, sendo posteriormente dissecadas suas cabegadidas quanto ao tamanho da
capsula cefalica e da mandibula e area do musdutoradas mandibulas, na procura de
possiveis alometrias. Foi usada morfometria gedcagtrmicroscopia eletronica de
varredura para determinar possiveis diferencaerdeafno aparelho bucal dos
individuos. Os resultados mostraram que nao exidifarencas de tamanho entre as
mandibulas nem musculos adutores mandibularesidngduos criados nas 4 plantas
hospedeiras. Aparentemente, a mandibula dos ingigidresce proporcionalmente
mais que o musculo adutor, cujo crescimento qualee(reta paralela ao eixo X)
mostrou-se altamente conservado em todos os indisidPor outro lado, foi possivel
constatar diferencas significativas na forma maudibdos individuos dependendo da
planta hospedeira; dita mudanca corresponde agatwento dos dentes da regido

incisora nas mandibulas de lagartas criadaRB .esuberosaSugerimos que dita
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mudanca seja devido a que esse hospedeiro apreseataaior dureza e espessura
foliares quando comparado com os outros utilizajd@®rtanto, o investimento em
dentes mais longos “facilitariam” de alguma maneiecesso por parte das mandibulas
cortadoras ja reconhecidas para a espécie.

Palavras chave:Morfometria geométrica, alometria, musculo adutmma, tamanho,

aparelho bucal, herbivoria, interacéo.

1. INTRODUCAO
1.1. Interacao inseto-planta, herbivoria e estrutua mandibular em insetos
herbivoros.

As interacdes de herbivoria entre insetos e sespeeiros vegetais conformam
um sistema complexo e altamente dinamico, pois@go do processo evolutivo tanto
insetos como plantas desenvolveram associacfesiquiesde mais generalistas até
mais especialistas (Bernays 1998). Enquanto plapi@sentam barreiras que podem
impedir ou dificultar acesso dos herbivoros, taime subtancias do metabolismo
primario e secundario, barreiras fisicas e fenalegriavel (Larsson 2002), os insetos
por outro lado respondem com diversos mecanismimdgicos e comportamentais
que afetam sua performance e influenciam a evoldg8suas estruturas (Menna-

Barreto e Araujo 1985, Périco e Araujo 1991, P1i@87, Bernays 1998, Larsson 2002).

Durante a alimentagdo as mandibulas de insetafgadares sao
encarregadas de cortar o alimento em fragmentopagsam ser ingeridos (Chapman
1998). As mandibulas em si apresentam duas agtaga em sua morfologia externa:
Uma parte distal, denominada regiéo incisora, gméém os dentes incisores e é

responsavel por cortar o alimento, e uma areampgue tritura o alimento e é
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denominada regido molar (Chapman 1995). Internamardnatomia do aparelho
mandibular tem sido estudada em ortopteros (Ba&nak 1990), himendpteros
(Masuko 1986; Rehder 1989, Paul e Gronenberg 20G2yas de esfingideos (Griss
1990).

Para borboletas, no entanto, pouco se conhece a@alsrestratégias de
alimentacéo adotadas pelas larvas e sua evolug@ecialmente em relacdo a
morfologia do aparelho bucal e as caracteristisas@adas ao tipo de alimento (Duarte
et al. 2003). DeVries et al. (1985) examinaramréagdo na morfologia mandibular de
alguns ninfalideos. Com relacéo a estrutura de ctaroorda, reconheceram dois
padrées que denominaram como “Mandibulas dentadddandibulas lisas”. As
mandibulas lisas foram codificadas como um caragemorfico presente nas
subfamilias Satyrinae, Morphinae, Charaxinae e dpe. Adicionalmente, Ackery et
al. (1999) sugeriram que a reducao e perda dossipoteriam ser utilizadas para
separar grupos taxonémicos.

Em larvas de lepidopteros, que possuem mandibidasdilicas e aparelhos
bucais hipognatos, existe um par de musculos geseem apodemas que estao
localizados em cada um dos lados do plano de Et#&o e se encarregam dos
movimentos de abducéo e aducéo (Snodgrass 193%),DA6s musculos se originam
na porcao antero-dorsal da cabeca, onde o mudodidcx € encarregado da rapidez de
contracdo e o musculo adutor confere a forca pé#ahmmento das mandibulas, sendo
responsavel de gerar grande parte da forca em@egad cortar o alimento. Devido a
isso que o musculo adutor € maior que o abdutoupaopraticamente toda a cavidade
cefalica (Das 1937, Snodgrass 1935, Chapman 19%§liavite 2005).

O tamanho e a forma da capsula cefalica em insstés intimamente ligados

ao tamanho do musculo adutor, que a sua vez estardente relacionado ao tipo de
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dieta adotado pelos herbivoros. Bernays (1986) dstrau que o tamanho da cabeca €
maior em espécies de gafanhotos e lagart&pddopterdLepidoptera: Noctuidae)
especializados em gramineas rigidas quando congsactadh espécies nao
especializadas. Ainda, a autora induziu alometsitamanho da cabeca em relacdo ao
tamanho do corpo de lagartasRieudaletia unipunct@Haworth 1809) (Lepidoptera:
Noctuidae)submetidas a diferentes dietas; onde a alimentayddecidos rigidos
provocou um aumento do musculo adutor mandibulpoanto, cabecas
significativamente maiores do que aqueles indivddalonentados com dieta artificial

(extremamente macia).

A forma das estruturas corpéreas também € infladagdelo tipo de dieta. E
reconhecido que larvas de Saturniidae (Lepidoptgreglmente possuem mandibulas
pequenas e simples adequadas para consumir de fadidas; enquanto larvas de
Sphingidae (Lepidoptera) possuem mandibulas loagentadas utilizadas para rasgar
as folhas jovens e tenras das quais se alimentamaigs e Janzen (1988) descobriram
que o esfingide&nyo ocypetea diferenca das outras espécies do grupo, serdhm
hospedeiros de folhas mais duras e, consequentnagnésenta mandibulas tipo
“Saturniidae”, sugerindo que a forma mandibularegponde ao tipo de alimento
consumido pelos individuos. Brannen et al. (20@B)bém evidénciaram mudancas de
forma em larvas da espédigabusdes integraty€oleoptera Dytiscidae), uma espécie
predadora de habitos aquéticos, como resultadarigcées nas estratégias de

capturadas presas e diferentes caracteristicanetanas.

Por outro lado, Alexander (1961) realizou obsereagia forma mandibular de
seis espécies de Heliconiini e a associou a maoama os individuos se alimentavam

dos hospedeiros. Nessas descri¢cdes, a autoradetathes sobre a forma como esses
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insetos se alimentariam das nervuras das folha&b(gndo-as para amolece-las) e
tecidos rigidos (raspando a superficie foliar) selgua forma e capacidade das suas
mandibulas. Embora suas descricoes do comportamemmonsumo por parte das
espécies foram detalhadas, descricdes das formmaibukares estiveram restritas a
ilustracdes rudimentares e as comparacdes objétikeas ausentes, isso devido a
inexisténcia de ferramentas estatisticas na épapae soé foi possivel depois o
surgimento da morfometria geométrica, posteriormapticada nesses individuos por

Millan et al. (2016).

Aymone (2009) evidenciou constricdo da regido pmstda capsula cefalica em
relagéo ao primeiro instar de oito espécies dedwlneos, relativamente a crescente
expansao no transcurso da ontogénese, 0 que a aelrionou principalmente ao
crescimento da mandibula e a musculatura aduteogiasla, alojada na regido péstero-
dorsal da cabeca dessas borboletas. A pesar dasessgofrerem variacdes na forma da
capsula cefalica, as analises fenotipicas de foafédica feitas pela autora ndo
corroboraram filogenia molecular reconhecida pageupo (Beltran et al. 2007). Nesse
sentido, Millan et al. (2016) em estudos realizamna 11 espécies do grupo
demonstraram que diferencas nesse parametro obedeoenvergéncias ao longo da
ontogénese, e que poderiam estar diretamente adascos diferentes habitos

alimentares adotados pelas espécies ao longo deagiaria evolutiva.

1.2.Heliconius erato phyllise suas hospedeiras pasifloraceas.
Heliconius erato phylligFabricus 1775) é uma espécie de lepidoptero alggndf

da tribo Heliconiini (Lepidoptera: Nymphalidae) @®pla distribuicdo em todo o
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Brasil, exceto na regido amazoénica (Holzinger ezidger 1994).0s individuos
refletem relacGes de herbivoria estreitas com Besgedeiros; possuem uma alta
capacidade de orientacdo espacial com relaca@belgio dos mesmos e uma
acentuada capacidade de inspecionar a sua qua(ldadeabi-Oliveira e Moreira 1996
a, b).

No que se refere a aceitabilidade de hospedéiegonius eratdambém &
caracterizada por ser altamente especialista (Péraaujo 1991, Périco 1995) assim
como quanto a escolha de local de oviposicao e das fémeas adultas, que
colocam seus ovos preferivelmente em folhas jo(tensas) e gavinhas (Mugrabi-
Oliveira e Moreira 1996 a, b), caracterizadas geeate por apresentar menor dureza e
espessura que as folhas maduras (Fenny 1970, R@8ppBarp et al. 2006, Elpino-
Campos 2010).

Rodrigues e Moreira (1999) observaram que larvassiares iniciais tendem a
se alimentar de tecidos vegetais jovens do hospedeiancando para a base do ramo a
medida que transcorre a ontogénese. Os autoregit@odrroboraram uma mortalidade
significativa quando lagartas jovens foram condiaias a alimentacédo com folhas
maduras, o que foi atribuido posteriormente pare8t (2002) e Elpino-Campos
(2010) a incapacidade dos individuos para const@tinlos vegetais rigidos
caracteristicos dessas folhas.

No estudo de Silveira (2002), observacdes realizadalagartas jovens ¢
eratoevidénciaram um maior desgaste e quebra de dentesres das mandibulas de
larvas que se desenvolveram em folhas madurBs siéberosapresumivelmente por
possuir uma maior dureza e espessura que outrdsiespd’assiflorautilizadas como
recurso pela espécie. suberosaepresentaria um tipo de tecido vegetal inapropriad

para as mandibulas cortadoras e moles (Elpino-Ca2@il?) de lagartas jovens,
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impossibilitando-as de se alimentar e ocasionahds- morte por inanicéo.
Adicionalmente, Silveira (2002) salientou a presethe dentes finos e longos na regiao
incisora da mandibula de larvas de primeiro instsgim como regiées molares pouco
conspicuas, duas condicfes propicias para cotidosevegetais ternos e finos.

No Rio Grande do Sul existe registro de 9 esp@@&assiflorautilizadas como
hospedeiras pdtl. erata Passiflora actiniaHook, Passiflora alataCurtis,Passiflora
caeruleaLinnaeusPassiflora capsularisinnaeuspPassiflora edulisSims,Passiflora
elegandMast, Passiflora miser&unt, Passiflora suberoshinnaeus é”assiflora
tenuifilaKillip (Sacco 1962, 1980), dentro das qu&isedulisfoi considerada
hospedeira inapropriada para a espécie por ocasior@alta mortalidade larval (87%)
e P. alataeP. tenuifilaforam consideradas hospedeiras letais para aiesqmén uma
mortalidade larval do 100%, atribuida a defesasimpais (Périco e Araujo 1991).
Passiflora suberosaP. miseraforam os hospedeiros mais utilizados (Menna-Baeeto
Araujo 1985, Périco 1995), sendo o ultimo o preii@pelas fémeas no momento da
oviposicao (Kerpel e Moreira 2005)

A pesar dd°. miseraapresentar uma menor quantidade de nutrientesujtees
hospedeiras, € a planta que confere uma melharpehce larval pard. erato
(Menna-Barreto e Araujo 1985, Perico 1995, Ker@€l4).O fato anterior indicaria que
o desempenho associado a herbivoria e consumosgediros se relaciona néo
somente ao conteudo nutricional dos mesmos, mdgtaraos mecanismos
morfolégicos e comportamentais envolvidos pelostomsdurante o processo de
alimentacéo, que os ajudam a consumir o recurgin@Campos 2012).Elpino-
Campos (2012) em estudo comportamental sobre coteslgtivo aos comportamentos
de repouso, alimentacédo, deslocamento, prova e demervura foliar por parte de

larvas deH. eratoem folhas jovens e maduras de cinco espécieassflorg
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corroborou a existéncia de variacao expressivampo investido em relacéo a idade
da folha quanto a dureza e espessura das mesnsae. @&udo, embora houve
influéncia ontogenética no incremento da durezadibakar, ndo foram detectados
indicios de que as caracteristicas da planta imflassem no aumento de dito
parametro.

Dentro desse contexto e levando em conta os estuéaiss, ainda
permanecem inexploradas questdes relacionadas destacao e quantificacdo dos
processos evolutivos que envolvem mudancas nas dexerescimento e/ou possiveis
mudancas de forma que sofrem as estruturas aliresrdas heliconineos frente ao
consumo de passifloraceas, tanto aquelas que eamfeaior performance como
aquelas que apresentam defesas morfoldgicas olicqgirAssim, o presente artigo tem
a hipétese de que o uso de diferentes espéciessgedeiras por parte da espédtie
eratoinfluenciariam o tamanho, as taxas de crescimeattbama das mandibulas
deste, podendo-se atribuir essas modificacoenéah@spedeira utilizada por

plasticidade fenotipica quanto a este carater.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Criagao de larvas

As larvas deHeliconius eratdoram obtidas de ovos de fémeas mantidas em
insetario, previamente coletadas em diferentesdalmaPorto Alegre RS, e criadas em
condi¢cdes ambientais controladas de laboratori@epartamento de Zoologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRB8ito Alegre, RS, e criadasl
libitum sobre ramos deRassiflora actinian=12),Passiflora caerule@n=14),

Passiflora misergn=16) ePassiflora suberostn=14); plantas que foram provenientes
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de uma criacéo de passifloraceas existente noédraspedeiras da espécie no Rio
Grande do Sul conforme registrado na literaturafeBarreto e Araujo 1985, Périco
1995, Rodrigues e Moreira 2002).

Vouchers correspondentes encontram-se depositadasietédo do Laboratorio
de Morfologia e Comportamento de Insetos (LMCIJURERGS, sob o codigo de acesso
LMCI 250.

2.2. Fixacao, disseccao e analise da mandibula

Um dia ap0s ter atingido o quinto instar larvatiae as lagartas dieliconius
eratocriadas nas quatro plantas hospedeiras foramafsxaoh fluido de Dietrich e
preservadas em alcool 70%. As capsulas cefalicamfdissecadas e subdivididas por
corte sagital central. Usando a metade esquendagidida a distancia da insercéo do
condilo anterior a base do escolo dorsal. Pararads@o das mandibulas, as cabecas
dos individuos foram dispostas em posicao horitgotare I1amina de microscopia
coberta com fita branca de dupla face para gafawdgao, utilizando-se os condilos
mandibulares como referéncia. Posterior a montagemmandibulas foram
fotografadas em vista frontal com camera digit&lod® DS-U3 montada em um
microscopio Nikon® AZ100M, usando o software degera NIS-Elements para

posteriores analises alométricas e morfométricas.

2.3. Fixacdo do musculo adutor mandibular

Seguindo o procedimento de fixacdo e montagemurutzéicefalica e
mandibulas descritos anteriormente, o0 musculo adwdodibular da metade direita dos
individuos criados nas quatro plantas hospedeaddsdalizado e calculada sua area

mediante medidas de R (didametro do musculo adubgltura frontal do masculo
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adutor) e Hd (altura dorsal do musculo adutor)usdg Aymone (2006), com vistas a
posteriores comparacdes alométricas.
2.4. Analises alométricas e morfomeétricas.

Ao ndo serem cumpridos os pressupostos de normdal{d@stes Shapiro-Wilk)
e homogeneidade de variancias (Testes de Hardlegpmparacdes de comprimento
das cabecas, tamanho das mandibulas e musculoseaduiandibulares foram
analisados com estatistica ndo paramétrica. Ampcasie alometria nas mandibulas e
musculos adutores das larvas de quinto instaestatia por meio da correlacdo de
Pearson e ANCOVA (GraphPadPrism 5.00) entre as det&rescimento
correspondentes.

A digitacdo de marcos anatdmicos mandibulares éosalzacdo em
coordenadas cartesianas foi feita sobre fotozaitio o programa TPSdig 2.16 (Rohlf
2010), sendo considerados 17 marcos anatdmicod €iponsideradas regides
anatémicas de interesse conforme descrito por Mdtaal. 2016 (em construcao).

As analises foram feitas utilizando PCA e MANOVAtdas no programa “R”
por meio dos pacotes MASS, Ape, ade4 e stats (Dewvent Core Team 2008) e a
forma mandibular analisada com o0 método de sobiggmde Procrustes (Rohlf e Slice
1990). Para resumir as variaveis, foram utilizatedises de componentes principais
(PCA) com os residuos de Procrustes. Com essdsiogdestamos a significancia da
variacdo ontogenética e filogenética da forma, dsamalises multivariadas de
variancia (MANOVA).

Foram feitas analises de deformacdes relativasl{R006) graficamente
atraves da funcéo “Thin Plate Splines” (Adams eeRbsrg 1998). As relacdes de
proximidade fenotipica foram estabelecidas atrdeédistancias de Mahalanobis

(1936) e arvores Neighbor-Joining (Saitou e Nei7}9&i0 enraizadas.
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3. RESULTADOS

Larvas de quinto instar d¢. eratoalimentadas corRassiflora actiniaexibiram
capsulas cefélicas maiores do que larvas alimentaata folhas das outras 3 espécies
dePassiflora Por outro lado, o tamanho das mandibulas e deeagisculo adutor
mandibular dos individuos ndo exibiram diferengaatésticas significativas (Tabela 1)
(Fig. 1).

Retas correspondentes ao tamanho da mandibulenéstmlo adutor
mandibular de lagartas de quinto instaHderatocriadas nas quatro espécies de
Passifloraexibiram coeficientes alométricos negativos (F)gA2licionalmente, nas
quatro plantas hospedeiras, houve diferencas igtiv@as entre as inclinacdes das retas
correspondentes a area do musculo adutor e o tandanmmandibula dos individuos
(Tabela 2).

No referente a forma das mandibulas, a analiseodg@nentes Principais
(PCA) mostrou diferencas significativas entre abviduos deH. eratocriados nas
quatro espécies deassiflora(MANOVAs, F=2.0125, p=0.005780) (Fig. 3), com
porcentagens de identificacdo de 14.26% para ishgdd criados erR. actinia 57.14%
para individuos criados el caerulea68.75% para individuos criados &mnmiserae
78.57% para individuos criados émsuberosaPosteriormente, e de acordo com ditos
resultados, a analise discriminante (LDA) sugeeamandibula de individuos
alimentados com folhas d® miserae P. suberosalivergem drasticamente dentro do
grupo (Fig. 4).

A é&rvore de distancias fenotipicas de Mahalanolistrau que a criagdo com
folhas deP. miserae P. actiniaoriginam larvas com mandibulas mais similareseesitr

do que as mandibulas de individuos criados comagotteP. suberosaos quais se
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diferenciam drasticamente do resto do grupo. Adalimente, mandibulas de lagartas
alimentadas comP. caerulea aparecem como um grupo de “forma mandibular
intermediaria” entre os grupos formados pomisera + P. actinia o grupo formado

pelos individuos alimentados cdPn suberosdFig. 5).

4.  DISCUSSAO

Embora seja reconhecido que as passifloraceaswadasua dureza, espessura
foliar e nervuras associadas (Silveira 2002, E@iampos 2010) e que diferencas em
ditos parametros podem influenciar o tamanho equgdies do musculo adutor
mandibular de insetos herbivoros (Bernays 198&sao®resultados mostram que
lagartas de quinto instar ¢k eratoalimentadas desde o inicio do desenvolvimento em
quatro espécies deassiflorando sofrem mudancas drasticas de tamanho mandéular
musculos adutores associados as mandibulas.

Diversos autores sugerem que as adaptacdes essstentmnandibula de insetos
herbivoros estdo sujeitas aos habitos alimenta@asatureza do recurso utilizado pelos
mesmos (Das 1937, Snodgrass 1935, Bernays 19%ldip@nte o processo de
alimentacédo as mandibulas séo a Unica estrutussregada de cortar o alimento em
fragmentos que possam ser ingeridos (Chapman T388yteristicas de dureza e
quantidade de fibras contidas nas folhas das plaat@retam diferentes niveis de
“esforco” por parte do herbivoro (Elpino-Campos @04 portanto, folhas mais duras,
gue acarretam um maior esforcgo, resultariam emnemiavestimentos em musculatura
mandibular adutora que tornaria o aparelho manaibuhis adequado para 0 consumo;
ao contrario de folhas tenras, onde os individeosteoria, ndo teriam um investimento
diferenciado em incremento da musculatura mandil§Bernays 1986). Como dito

anteriormente e obedecendo as diferencas fenofgirdecidas entre as pasifloraceas
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utilizadas, tal fendébmeno néo foi evidénciado nessedo, possivelmente devido ao
investimento em mudancas plasticas de forma maladibuidénciadas pelos
individuos e discutidas a continuacao.

Mudancas de forma mandibular foram evidénciadakgartas de quinto instar
deH. eratodependendo da espécieRkessiflorautilizada como alimento, o que sugere
um efeito direto da planta hospedeira sobre ditarpatro, ndo associado ao tamanho,
como demonstrado anteriormente, nem a processbssdaste sofrido pelas
mandibulas ja que, sen&o suberosa hospedeiro com folhas mais duras quando
comparada corR. miserae P. caeruleaElpino-Campos 2010), seria esperado que 0s
individuos que se alimentaram das suas folhaseeessem dentes incisores mais
lisos, devido ao desgaste excessivo, do que indigidriados nos ultimos dois
hospedeiros, que apresentam menor grau de duteraefmenores espessuras do
limbo e da nervura central (Elpino-Campos 2010y taie ndo aconteceu. Embora
mandibulas desprovidas de dentes ou com dentagmdpkséo associadas a insetos que
se alimentam de folhas mais tenras (Bernays e 34888), nossos resultados
revelaram que individuos alimentados d@nsuberosaxibem dentes incisores mais
longos e conspicuos do que os criadogleaeruleae P. misera que foram menores e
mais parecidos entre si.

Levando em conta que os individuog-leeratopossuem mandibulas
cortadoras do inicio ao fim da sua ontogénese gNlgt al. 2016), com aumento
progressivo da dureza a medida que avanca o dégemsoto (Elpino-Campos 2010);
gue mudancas na dureza mandibular entre larvaspdaie alimentadas com diversas
plantas hospedeiras foi descartada (Elpino-Campb8)2 que a plasticidade fenotipica
é entendida como uma capacidade meramente adaptasvndividuos as condicbes

que Ihes sédo impostas, sempre a partir de um penéfou comportamento
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preexistentes (Whtiman e Ananthakrishnan 2009 rsumgs que dita caracteristica de
dentes mais pronunciados (e naturalmente fortale@ela trajetéria ontogenética)em
lagartas de ultimo instar alimentadas d®nsuberosaeja devido a uma adaptacéo
plastica da mandibula “cortadora”, preexistentseefdividuos, para maximizar o
efeito de “corte” das folhas duras do hospedeie,@mbora possuindo tal
caracteristica, € reconhecido como um recurso atigerutilizado pelas fémeas em
condicOes naturais(Menna-Barreto e Araujo 1985¢c@érAraujo 1991) e que origina
mais adultos viaveis, em decorréncia outros hosgeig@or exemploP. misera
(Menna-Barreto e Araujo 1985).

Danos ocorridos nas mandibulas e a alta mortalidaitdédos por larvas jovens
deH. eratoevidénciados por Rodrigues e Moreira (1999) e 8d8y@002) podem ser
atribuidos ndo somente a impossibilidade das matadillentadas desses individuos
para consumir tecidos rigidos, como exposto paseastores, mas também a sua
menor dureza; pois individuos de quinto instar coamdibulas fortemente dentadas,
como demonstrado nesse estudo, conseguem congignemtemente folhas duras de
P. suberosaEm outros hospedeiros onde as folhas sdo maasteaomd?. miserae P.
caerulea larvas de quinto instdt. eratoapresentaram dentes menos conspicuos, pois
por serem hospedeiros com folhas mais tenras @E&Pampos 2010) o acesso estaria

facilitado e adaptag@es plasticas na mandibulsedam requeridas.

Passiflora suberos@®. miserae P. caerulega foram utilizadas em diversos
estudos de performance larvalldeerato phyllis(Rodrigues e Moreira 1999, Elpino-
Campos 2010, Kerpel 2004, Mugrabi-Oliveira e M@di®96b, Périco e Araujo 1991,
Périco 1995, Menna-Barreto e Araujo 1985) mostrande. miseraé o hospedeiro

preferido pelas fémeas (Kerpel e Moreira 2005)deas larvas da espécie atingiram
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mais rapidamente o estado adulto (Menna-Barretaajé 1985, Périco 1995,
Rodrigues e Moreira 2002, 2004), a pesar de apg@seenor quantidade de nutrientes
gue outras hospedeiras(eRg.suberosp(Kerpel 2004) e também das larvas investir
muito mais tempo no processo de alimentacao (Eigampos 2012).

Uma menor dureza e espessura foliares facilitaoiaeonsumo de um ou outro
hospedeiro por parte das larvas (Kerpel 2004); @oisermos energéticos é menos
custoso se alimentar por mais tempo em tecidoegeoompensando o menor contetudo
de nutrientes contidos neles, do que investir semeolvimento de adaptacdes
mandibulares para ingerir folnas mais rigidas etiu#ts, sobretudo quando se pensa
que o desenvolvimento larval € uma transicdo @urtacessaria para alcancar a etapa
adulta, o que nao justificaria o investimento dewwondicdo plastica. Por outro lado,
uma alimentacéo em folhas mais duras imposta pélmeza, como acontece &n
suberosgseja a escolha da fémea determinada por dispiolaithd ou qualidade
aparente de hospedeiros), mostrou-se capaz ddrindua caracteristica plastica, como

foi o alongamento dos dentes incisores da mandibula

Sugestdes sobre 0 comportamento do aparelho mésndieulagartas dd.
eratocom relagdo ao consumo Eeactiniando foram possiveis nesse estudo devido a
inexisténcia de dados experimentais prévios salmezd e espessura foliares desse
hospedeiro, assim como da performance das espgciaesmo. No entanto, Nn0Ssos
resultados demonstram que individuos alimentadwsfothas desse hospedeiro
possuem uma forma mandibular similar aos alimestadmP. misera sugerindo que
P. actiniaseria uma hospedeira com caracteristicas simitgslesmenos no que se

refere a dureza e espessura das folhas, o quarsstaorroborado.

5. CONSIDERACOES FINAIS
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A forma mandibular de lagartas de quinto instaHderatoexibiram formas
diferenciadas dependendo da planta consumida;rdildancas estiveram associadas
aos dentes incisores, que foram mais pronunciadaadividuos criados efR.
suberosao hospedeiro com folhas mais duras e espesssse Nentido, caracteristicas
da espécie utilizada como alimento, tais como espaslo limbo foliar e dureza da
folha estariam moldando a forma das mandibulas cesposta a uma adaptacéo
plastica dos individuos para acessar ao recurfarish@ mais eficiente.

Adicionalmente, coeficientes alométricos negatioram associados as taxas de
crescimento mandibular e de musculatura adutorsedasdividuos. Ditas taxas foram
diferentes entre si, nas quatro plantas hospe¢deimde a mandibula, em todos os casos,
cresceu proporcionalmente mais do que o musculoidue mostrou ser um carater
mais conservado (estavel) em todos os individndgpendentemente da planta
hospedeira.
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Tabela 1.Analise de Variagdo, com valores para os testégukkal-Wallis e de Dunn,
correspondentes as comparacdes entre o tamanlabegacde lagartas de quinto instar
Heliconius eratocriadas com folhas de 4 espécies Riessiflora Asterisco indica
diferencas estatisticas significativas.
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p- valor testes de Dunn

Planta hospedeira P. actinia P. caerulea P. misera P. suberosa
Tamanho da cabeca (mm)
Kruskal-Wallis= 14.59

p= 0.002201*

P. actinia - 0.00116* 0.002336* 0.001941*
P. caerulea - 0.466 0.2406
P. misera - 0.3176

P. suberosa -

Tabela 2. Comparacdes alométricas (ANCOVAS) das inclina¢cBe® (interceptosao
correspondentes as retas de crescimento do muadutor mandibular vs. tamanho
mandibular (centroide) de larvas ¢Heliconius eratoalimentadas com folhas de 4
espécies dPassiflora.Asterisco indica diferencas estatisticas signifieast
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EspéciePassiflora

F P P

P. actinia 46.6283 <0.0001* -
P. caerulea 12.1794 0.0009037* -
P. misera 12.8187 0.0006676* -
P. suberosa 16.9249 0.0001184* -
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Tabela 1.Analise de Variagdo, com valores para os testégukkal-Wallis e de Dunn,
correspondentes as comparacdes entre o tamanlabegacde lagartas de quinto instar
Heliconius eratocriadas com folhas de 4 espécies Riessiflora Asterisco indica
diferencas estatisticas significativas.

Tabela 2. Comparacdes alométricas (ANCOVAS) das inclina¢cfe® (interceptoso
correspondentes as retas de crescimento do muadutor mandibular vs. tamanho
mandibular (centroide) de larvas ¢Heliconius eratoalimentadas com folhas de 4
espécies dPassiflora.Asterisco indica diferencgas estatisticas signifieast

Lista de figuras

Figura 1. Tamanho da A) capsula cefalica, B) mandibula er€3 do musculo adutor
mandibular de lagartas de quinto instaHderatoalimentadas com folhas de 4 espécies
de Passiflora Box plots com letras diferentes diferem estatstiente (Kruskal-Wallis,
seguido de testes de Dunn, p<0.05).

Figura 2. A) Retas de crescimento do centréide mandibularcylts vermelhos
preenchidos) e area do musculo adutor da mandiuéalrados azuis preenchidos) de
lagartas de quinto instar #k eratocriadas em 4 espécies lassiflorg B) Variacdo da
area do musculo adutor mandibular em relagcdo aartammmandibular dos individuos.
Comparacdes entre as retas correspondentes a ameastulo e a reta do tamanho
mandibular em cada hospedeiro, usando o total d®sdasapresentam diferengas
significativas quanto a inclinacdo (ANCOVAs, p<@ad

Figura 3. Analise de Componentes Principais (PCA) das formasdibulares de
lagartas de quinto instar #eliconius eratacriadas em quatro espéciesRiessiflora A)

e B) representam as deformacgbes obtidas por “Thin FBataes” do componente
principal 1 (PC1) e componente principal 2 (PC2gpectivamente. Ha diferencas
estatisticas dentre as formas mandibulares dosidgugis criados nas quatro espécies
vegetais (MANOVAS, p<0.0001).

Figura 4. Analise discriminante (LDA) das formas mandibutade lagartas de quinto
instar deHeliconius eratocriadas em quatro espécies Hassiflora CV1 e CV2
representam as varidveis canénicas 1 e 2, respewive. Ha diferencas significativas
dentre as formas mandibulares dos individuos csiatis quatro espécies vegetais
(MANOVASs, p<0.0001).

Figura 5. Arvores Neighbor-Joining (ndo enraizadas) das mis& fenotipicas de
Mahalabonis para forma mandibular de larvas detguinstar deH. eratoalimentadas
com folhas de quatro espéciesRigssiflora As ilustragdes mandibulares associadas a
cada planta hospedeira correspondem a forma méatidaopor sobreposicdo de
Procrustes (GPA) dos individuos criados em cadpduesro. Os apices observados na
parte mais externa da area incisora, ressaltade®enelho, correspondem as bases dos
dentes mandibulares sendo que as pontas destedoestizadas na parte interna, e se
curvam em direcdo a area molar no quinto instahdbsonineos.
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RESUMO

As borboletas da tribo Heliconiini sdo reconhecidos padrdes alimentares resultantes
do nivel de gregariedade e idade da folha consu@igaimeiro pode ter surgido de
forma independente pelo menor trés vezes na filagenquanto o segundo associa o

consumo de folhas jovens do hospedeiro as espéeaisderivadas e o consumo de
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folhas maduras as espécies menos derivadas. Estlol@sos beneficios e
desvantagens conferidas pela adocao desses patindestares por parte das espécies
SA0 escassos, mas 0s existentes sugerem que aegiad@ confere uma maior
sobrevivéncia larval as espécies que possuem toh@bwanchi e Moreira 2005); e, por
outro lado, o consumo condicionado a folhas vetlmmsndividuos das espécies mais
derivadas, conduzem a altas mortalidades. A ideat#io dos mecanismos
correspondentes associados a forma e tamanho dhbuknlarval constituem-se no
objetivo principal desse estudo. Para avaliar sapasudancas alométricas e de forma
nas estruturas alimentares dos Heliconiini a razégregariedade larval, criacbes
usando diferentes densidades larvais das espécteEbdo gregari®ione juno(menos
derivada) d_aparus dorigmais derivada) foram realizadas e posteriormanddisadas
as mandibulas dos individuos quanto ao tamanHorena. Adicionalmente e para
determinar possiveis mudancas nas estruturas a#iresra idade da folha consumida,
foram conduzidas criaces de individuogi@diconius eratpespécie naturalmente
restrita ao consumo folhas jovens, em folhas madiwahospedeiro e posteriormente
analisadas suas mandibulas quanto aos mesmos pasrds resultados sugerem que
a diminuicdo da densidade larval acarreta custeasebs quanto a sobrevivéncia para
larvas de_. doris e alteracdes de tamanho e forma nas estrutimasnahres em larvas
deD. juno. Por outro lado, o consumo de folhas velhas pre pke larvas jovens dé
eratoembora ndo acarrete alteracdes de forma nas nudenlibriginou mudancas no

tamanho do musculo adutor mandibular, que é quepopriona for¢ca as mandibulas.

1. INTRODUCAO

1.1. Heliconineos e Passifloraceas
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As borboletas do maracuja sdo amplamente estudasia a sua participacao
em aneéis miméticos, coloracdo aposematica, vadistidbuicdo geografica e pela
estrita relacdo que apresentam com suas plantpsdesas (passifloraceas). Nesse
sentido, passifloraceas e heliconineos se destemarm um exemplo de evolugéo
conjunta (Gilbert 1975, 1991; Benson et al. 19718ufma 2000); encontrando-se
amplamente distribuidos na regido Neotropical (BreMielke 1972; Browm 1981).
Atualmente, a tribo Heliconiini (Lepidoptera: Nyngblllae) possui cerca de 70 espécies
distribuidas em 10 géneradsgraulisBoisduval & Le ConteDione Hilbner,Dryadula
Michener,Dryas Hubner,EueidesHubner HeliconiusKluk, LaparusBillberg, Neruda
Turner,PhilaethriaBillberg ePodotrichaMichener (Brown 1981), entre dos quais
Agraulis, Dione, Dryas, Podotrichae Dryadulaséo considerados menos derivados e
Heliconiuse Laparusgéneros mais derivados (Beltran et al. 2007).

Por outro lado, o géneRassiflorapossui atualmente 530 espécies em 23
subgéneros (Ulmer e MacDougal 2004). No Brasilireste que existem
aproximadamente 130 espécies, com uma maior repadiselade na Amazonia (Killip
1938, Cervi 1997). O géneRassifloraé subdividido em quatro subgénerAstrophea
(DC) Mast.,DeidamioidegHarms) Killip, Decaloba(DC) Rchb ePassifloralL (Feuillet
e MacDougal 2003). Na regido Sul do Brasil ocorghespécies aproximadamente,
onde o subgéneiecalobae Passiflorasdo os mais abundantes; em dita regido o
primeiro género estd maiormente representado psfgEie$assiflora capsularis
Linnaeus Passiflora miserddumbold, Bonplant e KantRassiflora suberosainnaeus
e 0 segundo representado pelas espeeassiflora actiniaHooker,Passiflora alata
Dryander Passiflora caeruled.innaeusPassiflora edulisSims,Passiflora elegans
Masters éPassiflora tenuifilaKillip (Killip 1938, Sacco 1980, Cervi 1997, Momdi

2001, Milwad-De-Azevedo e Baumgratz 2004). Filogeaeente, o géner@assiflora
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e 0 géner®ysomiaformam um clado irm&o com o géné&ecaloba sendo o ultimo

considerado o mais derivado (Mondin et al. 2011).

1.2. Interacdo Heliconiini — Passifloraceae e os gbes alimentares adotados pelas
borboletas do maracuja.

Os heliconineos se alimentam principalmente ddffragseas durante sua fase
larval; espécies menos derivadas se alimentarigpaskfloraceas primitivas enquanto
espécies mais derivadas utilizariam passifloradeasadas como hospedeiras (e.g.
maioria das espécies do génkliconius considerado mais derivado, que usam
plantas do subgéneecalobg (Benson 1976).

Além da alta especificidade e preferéncia de haspesipor parte das fémeas
dos heliconineos, sédo reconhecidas altas restrajidesntares; ditas restricoes
confinam a algumas espécies a condi¢cbes espeauamo outras sdo mais plasticas
frente ao uso do recurso alimentar. No grupo, feecese uma tendéncia geral na qual
as espécies menos derivadagréaulis Dione Philaethrig Podotrichg Dryase
Dryaduld) alimentam-se das folhas velhas do hospedeircagnguas espécies mais
derivadasKeliconius EueidesNerudae Laparug estdo associadas ao consumo das
folhas jovens, exibindo assim padrdes alimentafeseticiados (Benson 1976). Ditos
padrdes sédo reconhecidos na literatura como detados pela Idade da folha

consumida e Nivel de agregacao/gregariedade (Bergsts).

Os danos que os tecidos maduros produzem emugaglucais dos insetos
herbivoros estdo associados supostamente a magmadeialto conteudo de fibras
nesses. Alexander (1961) em estudos descritivoge sstmandibulas de seis espécies

de heliconineos e a forma como eles se alimentaseroou que a mandibula de
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Heliconius eratogue se alimenta de folhas jovens inicialmentegsgtava uma regiao
inciséria com dentes mais amplos e definidos dodjaee junq que se alimenta so de
folhas maduras (mais rigidas), o que supostameptegsenta um aparelho bucal menos
eficiente em relacéo ao primeiro, frente ao tipdadieas utilizado.

Nesse sentidd]. eratq que oviposita preferencialmente em folhas jovens
(Mugrabi-Oliveira e Moreira 1996), seria um exemgliro de espécie derivada e
restrita quanto ao habito alimentar. Rodrigues eevi@ (1999) demonstraram que
larvas dessa espécie dependem das folhas jovdrespedeira, apresentando uma alta
mortalidade quando criadas em folhas velhas. Ggesiatribuiram tal fato a
incapacidade das larvas jovens para consumir daeitiro caracteristico de folhas
maduras. Adicionalmente, Silveira (2002) e Elpira¥®os (2010) em estudos
referentes as consequéncias do consumo de pass#fhsrno desgaste mandibular dessa
espécie, evidénciaram que a morfologia mandibuwddac/as jovens é parcialmente
adaptada para o consumo de folhas tenras e qusgyasie mandibular destas € maior
quando aumentada a rigidez da hospedeira. Parladb, Millan et al. (2013)
demonstraram que. iulia, espécie considerada basal, desenvolveu-se axitosa
tanto em folhas jovens quanto em folhas velhaB.dmiberosasendo considerada um
heliconineos altamente plastico quanto a idadeltda tonsumida pelas larvas.

Na tribo Heliconiini existem também diferentesai$vde sociabilidade podendo
ser classificadas em: solitarias, semi-gregariagregarias (Brown 1981). O habito
gregario acontece em cerca de 50% das espécigedeDione Eueides
Heliconius Laparuse Nerudae é considerado um carater derivado, tendo ewwluid
independentemente pelo menos trés vezes dentnugo (Beltran et al. 2007). A
diferenca consiste em que outros grupos apresdrdhito gregario as quais tem sido

atribuidos efeitos benéficos como aceleracdo dendetsimento (Reader et al. 2003) e
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protecao a inimigos naturais (Hunter 2000), entiteos. A gregariedade nas borboletas
do maracuja afeta fortemente a sobrevivénciRidae junq principalmente nos

instares iniciais, quando a agregacao € maior e esi@dr associada a facilitacao
alimentar, o que resta a ser explorado (Bianchbesiva 2005), assim como precisam
ser conduzidos experimentos que avaliem as conseiqsélo nivel de agregacao em
outras espécies de Heliconiini que apresentamhdibo.

1.3. Idade da folha consumida e o nivel de agregacéos heliconineos e sua
influéncia na evolugéo das estruturas corporeas.

Padrbes de desenvolvimento em conjunto com a taistérvida e a selecéo
natural sofrida pelos individuos ao longo da ontegé devem explicar, pelo menos em
parte, a evolugcdo morfologica em diferentes nitaeiendmicos (Beldade et al. 2002;
Smith 2003; Nijhout 2008). A teoria que junta aspeda biologia evolutiva e do
desenvolvimento das espécies é chamada por divausmes de “Evo-Devo” (Atkison
1992; Hall et al. 2003; Brakefield 2006) sendo paesa conexao entre ontogenia e
evolucéo.

Estudos referentes a variacdo das formas corpfrezds aos habitos
alimentares dos heliconineos sdo escassos. Ayra6A6)(avaliou a capsula cefalica de
larvas deH. eratq concluindo que ha variacdes alométricas possamtienassociadas a
variacdo comportamental ao longo da ontogénese; assno também constatou
crescimento do musculo adutor das mandibulas feenteimento da rigidez foliar do
hospedeiro, refletindo se nas deformacdes extelaaapsula cefalica da espécie.

Posteriormente, Aymone (2009) em estudos complerentisando sete
espécies de heliconineos do RS, alérl deratg evidenciou que tanto a nivel
ontogenético como filogenético, as espécies awadiadfreram variacdes na forma da

capsula cefalica, ressaltando o fato interessantpid as analises das relacdes
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resultantes da forma néo corroboraram a filogemikecnlar reconhecida para o grupo
(Beltran et al. 2007). Assim, diferencas na forraa capsulas cefalicas diretamente
associadas a habitos alimentares, indicam a pr@siengonvergéncias que podem ser
guiadas por restricdes ontogenétiaag famanho) e / ou ecolégicasd.diferentes
hospedeiras, comportamento), o que resta a sadtesistudos que levem em conta
tais restricdes e que avaliem as mudancas na ftamanho e taxas de crescimento das
estruturas diretamente relacionadas com processalintentacédo, mandibulas e
musculo adutor sdo inexistentes e, portanto, daesti o principal foco deste estudo.

Avaliamos a possivel existéncia de plasticidadetfpita ao nivel de
forma/tamanho da mandibula e tamanho do musculorachandibular de larvas dié
eratg, inicialmente restritas ao consumo de folhas jevemnatureza, quando criadas
em folhas maduras d& suberosgcomportamento condicionado). Trabalhamos sob a
hipétese de que o consumo obrigatorio de folhasagalesde o inicio do
desenvolvimento influencia a forma e tamanho eribigela mandibula e modifica a
estrutura do musculo adutor das lagartas no fimntagénese larval, evidénciando a
existéncia de plasticidade fenotipica.

Adicionalmente, foi avaliada a possibilidade de imcatcdes ao nivel de
forma/tamanho mandibulares e ao tamanho da arsaideoulo adutor de lagartas das
espécies gregari&s juno(menos derivada) le. doris (mais derivada) quando criadas
em diferentes densidades sobre a planta hospeédgiectiva. Neste caso, trabalhamos
sob a hipdtese de que o habito gregario néo irdlaga a forma da mandibula nem do
musculo adutor nesses heliconineos, sendo plaadinahr que a alta sobrevivéncia a
altas densidades larvais observada por Bianchireikdo2005) estaria relacionado a
um efeito de “facilitacdo alimentar”; beneficio ggegundo os autores, envolveria

aspectos exclusivamente comportamentais.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Criagao de larvas

As larvas d@. junoel. dorisutilizadas nos experimentos foram obtidas de
ovos de fémeas mantidas em insetario, previamergtgadas em diferentes locais dos
municipios de Porto Alegre, RS (Brasil) e o muneipos Bolos, em Palmira
(Colémbia). Foram criadas em condi¢fes ambientaisa@ladas de laboratorio, no
Departamento de Zoologia da Universidade Feder&iddrande do Sul (UFRGS),
Porto Alegre, RS. As larvas foram alimentadddibitum em diferentes densidades,
sobre ramos dRassiflora edulisSims(n=152) ePassiflora maliformid.innaeus
(n=470), respectivamente, que foram obtidas dearragao de passifloras existente no

local.

Para avaliar o efeito da densidade larval na esauhandibular de heliconineos
gregarios e com o fim de realizar comparacfes @sjpécies mais derivadas e menos
derivadas que possuem dito habito, foram necessa@xjgerimentos complementares da
sobrevivéncia déaparus doris(mais derivada) erRassiflora maliformis seguindo o
procedimento adotado por Bianchi e Moreira (2005 studo realizado coBione juno
(menos derivada) efassiflora eduliscujos resultados foram utilizados em comparacéo
neste trabalho.

Previamente a eclosdo das lagartas, foram estalmdegrupos de 1 (10
repeticdes), 2 (10 repeticdes), 4 (16 repetic@®L)2 repeticdes) e 16 (8 repeticdes) ovos
de L. doris dispostos em potes plasticos contendo folhas dsesgleP. maliformis
Diariamente foi trocado o alimento, quando necé&ssacontabilizada a mortalidade dos

individuos até a emergéncia dos adultos.
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Apos a obtencdo de dados de sobrevivéncia desadios, larvas recém-
eclodidas das espéciesdoriseD. junoforam submetidas a criagbes simultaneas em
folhas do hospedeiro correspondente, até o quistar, em trés diferentes densidades
larvais: 4 (10 repeticOes/espécie), 8 (6 repetiedpgcie) e 16 individuos (4
repeticbes/espécie). A seguir, as lagartas solmetgs até o quinto instddipne junq
n=38,Laparus doris n=32) foram fixadas e analisadas quanto as caése@s das
diferentes densidades larvais na variacdo do taondat mandibulas vs. o tamanho do
musculo adutor mandibular, assim como possiveisangas na forma das mandibulas,
conforme sera descrito posteriormente.

O segundo experimento avaliou possiveis alteraté@g$axas de crescimento
mandibular e do musculo adutor mandibular, assimocpossiveis mudancas da forma
da mandibula dEleliconius eratacom respeito a idade da folha consumida. Para isto
individuos da espécie foram criados até o quirdtamem folhas jovens dRassiflora
suberosgn=15) das posi¢des L2 a L4 do ramo (Rodrigues eelvn1999; situacao
natura para a espécie) e folhas L6 a L9 do ramsideradas como folhas maduras
(n=16) (condicionamento). Apds dois dias no quingbar, as larvas foram fixadas e
analisadas quanto a variagdo no tamanho dos mésadibores mandibulares vs. o
tamanho das mandibulas e analisada a forma maadidmnriforme os procedimentos de

fixacdo, analises alométricas e morfométricas dasat seguir.

2.2. Fixagdo, disseccao e analises da mandibula

Apds ter atingido o quinto instar larval, todaseagartas d®. jung L. dorise
Heliconius eratasobreviventes dos experimentos respectivos foreadds em Dietrich
e preservadas em alcool 70%. As capsulas cefdtica®s dissecadas e subdivididas por

corte sagital central. Usando a metade esquendageidida a distancia da insergéo do
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condilo anterior a base do escolo dorsal. Pararads@o das mandibulas, as cabecas
dos individuos foram dispostas em posicao horitgotare I1amina de microscopia
coberta com fita branca de dupla face para gafawdgao, utilizando-se os condilos
mandibulares como referéncia. Posterior a montaggas as mandibulas foram
fotografadas em vista frontal com camera digit&lod® DS-U3 montada em um
microscopio Nikon® AZ100M, usando o software degera NIS-Elements para
posteriores analises alométricas e morfométricas.

Vouchers correspondentes encontram-se depositadasietédo do Laboratorio
de Morfologia e Comportamento de Insetos (LMCIJURERGS, sob o codigo de acesso
LMCI 250.
2.3.Analises morfométricas.

Ao ndo serem cumpridos os pressupostos de normdal{d@stes Shapiro-Wilk)
e homogeneidade de variancias (Testes de Hardlegpmparacdes de comprimento
das cabecas, tamanho das mandibulas e musculoseaduiandibulares foram
analisados com estatistica nao paramétrica. Ampcasie alometria nas mandibulas e
musculos adutores das larvas de quinto instaestatia por meio da correlacdo de
Pearson e ANCOVA (GraphPad Prism 5.00) entre as ok crescimento
correspondentes.

A digitacdo de marcos anatdmicos mandibulares éosalzacdo em
coordenadas cartesianas foi feita sobre fotozaitio o programa TPSdig 2.16 (Rohlf
2010), sendo considerados 17 marcos anatdomicod,Tig@ando-se em consideracao as
regides anatdmicas de interesse conforme desanitMlilan et al. 2016 (submetido).

As analises foram feitas utilizando PCA e MANOVAtidas no programa “R”
por meio dos pacotes MASS, Ape, ade4 e stats (Dewveint Core Team 2008) e a

forma mandibular analisada com o0 método de sobiggmde Procrustes (Rohlf e Slice
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1990). Para explicar as variaveis, foram utilizaala@ises de componentes principais
(PCA) com os residuos de Procrustes. Com essésiogdestamos a significancia da
variacdo ontogenética e filogenética da forma, dsamalises multivariadas de
variancia (MANOVA).

Foram feitas analises de deformacdes relativasl{R006) graficamente
atraves da funcéo “Thin Plate Splines” (Adams eeRbsrg 1998). As relacdes de
proximidade fenotipica foram estabelecidas atrdeédistancias de Mahalanobis

(1936) e arvores Neighbor-Joining (Saitou e Nei7)9&i0 enraizadas.

3. RESULTADOS

3.1. Habito alimentar: Gregariedade

A sobrevivéncia deaparus dorisemPassiflora maliformidoi nula nas
densidades larvais de 1 e 2 individuos, e exibiorea estatisticamente diferentes entre
as densidades larvais de 4, 8 e 16 individuos ¢Qadrado 23.12, p<0.001) (Fig. 1).

No que se refere ao tamanho da capsula cefalicgilmda e musculo adutor
mandibular de lagartas @one junocriadas em diferentes densidades encontramos
que as larvas do grupo de maior densidade apresentabecas e mandibulas
significativamente menores (Tabela 1) e a areawkcuolo adutor mandibular exibiu
uma tendéncia a ser menor nesses individuos (Krgalis= 2.569, p= 0.2768) (Fig.
2A). Individuos dd.aparus dorisjndependentemente da densidade larval na que foram
criados, exibiram cabecas similares (Kruskal-Wal8s308, p= 0.1913) e mandibulas
de tamanhos semelhantes (Kruskal-Wallis= 1.78@).946892), e adutor mandibular ser
maior em individuos criados a menor densidade llédraskal-Wallis= 5.128, p=

0.0770) (Fig. 2B).
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De forma geral, o comportamento das curvas refeseatd tamanho das
mandibulas e seus respectivos musculos adutoreslariduos de quinto instar de
ambas as espécies mostrou que a medida que aumeTaidade larval de criacdo, os
musculos adutores mandibulares dos individuos emegcoporcionalmente menor que
as mandibulas (Fig. 3A). Comparacdes entre ascetesspondentes ao crescimento da
mandibula e masculo adutor mandibular de lagag&¥ahe junocriadas em
densidades de 4, 8 e 16 individuos tiveram sudisagdes e/ou interceptos
estatisticamente diferentes e apresentaram cagisi@lométricos negativos<l)
(Tabela 2). Retas equivalentes para individudsag@rus dorisambém exibiram
coeficientes alométricos negativos e quando cordparaom o tamanho mandibular, o
tamanho do musculo adutor de lagartas criadassaddete larval de 16 mostraram
inclinacdes significativamente diferentes, enquawat® densidades 4 e 8,
respectivamente, apresentaram diferencas nosaptesc(Tabela 2) (Fig. 3B).

Os componentes principais (PCA) das formas manatibsiide lagartas d@one
juno exibiram diferencas estatisticas significativasesas individuos criados nas trés
diferentes densidades (MANOVAs, F=13.703, p=0.009B®. 4A) da mesma forma
quelLaparus dorifMANOVASs, F= 15.986, p= 0.0036) (Fig. 4B). Individs deDione
juno criados em densidades larvais de 4, 8 e 16 apagaanporcentagens de
identificacdo correta de 92.31%, 85.71% e 63.64%pactivamente; enquanto lagartas
deLaparus dorisporcentagens de identificacédo correta de 97.18%3860 e 86.39%,
respectivamente.

A topologia da arvore fenotipica de distancias @haanobis mostra que
mandibulas de individuos @@one junocriados em densidades larvais de 4, 8 e 16
individuos séo diferentes entre si (Fig. 5A); emjodarvas dé.aparus doriscriadas

em densidades de 8 e 16 individuos possuem maasdiimalis parecidas entre si do que
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individuos criados em densidade 4, que estao dfastanotipicamente do resto do
grupo (Fig. 5B).
3.2. Habito alimentar: Idade da folha.

O tamanho da cabeca e mandibula de lagartas de qustar deH. erato
alimentadas com folhas jovens e maduraBaksiflora suberosado exibiu diferencas
significativas. Por outro lado, a area do mascdiat@r de larvas alimentadas com
folhas maduras foi significativamente maior do goelarvas que consumiram folhas
velhas (Fig. 6) (Tabela 3).

As retas correspondentes a variacao da area doulo@utor mandibular com
relacdo ao tamanho das mandibulas dos individuqgaid® instar criados nas duas
idades do hospedeispresentaram coeficientes alométricos negativads &an folhas
jovens como em folhas velhas, e em ambos os tratasbouve diferencas
significativas entre as inclinacdes quando compmeradm a reta do tamanho da
mandibula (Tabela 4) (Fig. 7).

A anélise de Componentes Principais (PCA) dasdemmandibulares de larvas
criadas em folhas jovens e maduras do hospederaprésentou diferencas estatisticas

significativas (MANOVASs, F= 18.43, p=0.1812) (FR&).

4. DISCUSSAO

4.1. Efeitos da gregariedade nas estruturas alimeartes dos Heliconiini.

Para as larvas de doris os efeitos da privacdo da condicdo gregaria
aparentemente sdo muito mais acentuados pois, améorforam evidénciadas
mudancas de tamanho nas estruturas alimentaresindancas tdo acentuadas na

forma das mandibulas como em larva®d@ing, o custo da criagdo em baixas



109

densidades se expressa logo no inicio do desemati, onde houve uma
mortalidade larval do 100% quando as larvas foraatas sozinhas ou em duplas.
Nesse sentido, podemos afirmar que os beneficibglito gregario sdo muito maiores
paral. doris, onde a sobrevivéncia dos individuos solitariogéseomprometida logo

no inicio do desenvolvimento enquanto larva®dgino embora com custos
energeéticos altos, continuam seu desenvolvimegta abtencédo de adultos (Bianchi e

Moreira 2005).

Os custos e beneficios da vida em grupo para msetogeral tém sido
debatidos por muitos anos e incluem protecao camtragos naturais (Schultz 1983,
Benrey e Denno 1997), localizacdo dos companhdaasesma espécie, utilizacao
mais eficientes de recursos por facilitacéo alime(@hent 1960, Petersen 1987),
melhor termoregulacéo e perda de agua reduzidon@ey1974). Em contraste,
existem desvantagens documentadas como 0 maiordesdoencas infecciosas
(Hochberg 1991), aumento da competicao por alim@aonman 1991, Le Masurier
1994) e maior visibilidade aos predadores (Le Masd©94). Levando em conta que
qualquer efeito alusivo as condicbes mencionadai@ o efeito de “facilitacao
alimentar” que é intrinseco ao comportamento greptni isolado e controlado por nos
em laboratorio, a vida em grupo devia ocasionarosf@arecidos pana. junoelL.
doris, 0 que nao foi corroborado. Portanto, a utilizagéis eficiente de recursos por
uma suposta facilitacdo alimentar, propria a tbajgtevolutiva de cada espécie, seria a
condicdo determinante que estaria exercendo astesgiderenciada observada na

sobrevivéncia e as estruturas alimentares dessehalimonineos.

As diferencas entre as inclinagfes e/ou intercegjagsalentes ao crescimento

das mandibulas e musculo adutor mandibular dagtidasgde quinto instar indicou que
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essas duas estruturas crescem diferencialmentgésatensidades larvas estudadas,
tanto em larvas db. junoquanto em larvas de dorise as relacdes alométricas de
crescimento do musculo adutor em relacdo a marajibod ambas as espécies, sugerem
musculos adutores crescendo proporcionalmente nenasdividuos criados na maior
densidade, enquanto em densidades menores 0 masictidy dos individuos
acompanha o crescimento mandibular. Larvas criaglagrupos maiores investiram
proporcionalmente menos no crescimento do musclutoaem relacdo a mandibula
(cujo crescimento € constante), possivelmente devigue a alimentacdo em grupo
estaria auxiliando na ingestdo e mastigacao ddde@getal de maneira que musculos
adutores mais fortes e portanto mais robustos erdns requeridos (Bernays 1896). Ao
contrario disso, a tendéncia de crescimento obdamras musculos adutores de larvas
criadas em densidades menores sugere que a foastez mandibulares nesses

individuos sdo necessarias.

Demonstramos também que as mandibulas de laniasjgeo e L. doris
adotam formas diferentes quando submetidas a esagd diferentes densidades.
Lagartas da primeira espécie criadas na maior dighsiexibiram mandibulas com
dentes incisores evidentemente mais aplanadoselnaguoutros tratamentos; ém
doris, embora o efeito foi similar, apresentou-se mawvigente. Assim, o custo da
criacao a baixas densidades larvais € alto[Pajano pois precisou investir em
individuos com cabecas e mandibulas maiores dogjugados em grupos maiores
(condicao natural), assim como em individuos contedemais conspicuos;
presumivelmente essas condi¢cdes permitem as latesgrovidas da condicao natural
gregaria, lidar mais facilmente com alimento rigidéprio das folhas maduras das

quais eles se alimentam.
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Trabalhos de Reader et al. (2003) dooratifera casta(Lepidoptera:
Limacodidae) demostraram que larvas que se des@&maol em grupos grandes
tiveram um desenvolvimento mais acelerado do queogrpequenos e que o habito
gregario se manteve desde o primeiro instar atéceito instar, a partir do qual as
larvas exibiram um comportamento solitario. Adi@lente, os autores encontraram
gue o tamanho do grupo nao teve qualquer influéetiectavel na sobrevivéncia.
Nesse caso, 0 acelerado desenvolvimento em grugodas seria influenciado por
fatores internos ao comportamento grupal, ndo @quios e a interacdo com a planta
hospedeira, proporcionando facilitacao alimenttetida em ciclos larvais acelerados.
Levando em conta que a facilitacao alimentar éngiide como um beneficio
meramente comportamental que favorece e sobrevav@ianchi e Moreira 2005) e
performance larvais (Reader et al. 2003) de algwespécies de lepiddpteros de habito
gregario, e que todas essas espécies possuem smegsutiiferentes para se adaptar as
condicOes especificas impostas pelo ambienteysa tonfuso na literatura a atribuicéo
de um beneficio especifico qualquer a “facilitaghimentar” propriamente dita, pois até
hoje n&o existem descri¢cdes detalhadas de corfentaheno acontece nas espécies e
se fatores morfolégicos estdo ou ndo envolvidosrooesso.

No estudo realizado cob. casta citado acima, os autores observaram duas
mudancas claras que puderam ser associadas éean@tamanho do grupo larval. Em
primeiro lugar, larvas de instares iniciais rasganfiolhas da planta hospedeira
deixando o esqueleto da folha exposto, enquantar@ssposteriores consumem a folha
inteira. Pode ser que pequenos grupos de larvaagmsejam menos bem-sucedidas ao
se alimentarem de folhas fisicamente duras do gugi@ se desenvolvem em grandes

grupos e que a companhia de outras larvas exepmraa influéncia sobre o sucesso de
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forrageamento de larvas em instares mais avancgaeseriam capazes de cortar as
folhas sozinhas e de forma mais eficiente.

Estudos equivalentes aos realizadoer@astaem larvas de Heliconiini
focaram seus esforcos na avaliacédo da performancad fue incluem dados de duracao
do desenvolvimento, sobrevivéncia dos individuasianho das larvas e adultos e a
capacidade reprodutiva dos mesmos (Menna-Barr&tawgo 1895, Périco e Araujo
1991, Périco 1995, Mugrabi-Oliveira e Moreira 1296, Rodrigues e Moreira 1999,
Bianchi e Moreira 2005, Millan et al. 2013), coniguemas descri¢cdes sobre a forma de
alimentacéo das espécies (Alexander 1961, Millaxh. &2016). Nesses estudos,
sugestdes sobre qualidade de hospedeiros, e pesfiitos ocasionados pelos habitos
alimentares das espécies foram feitas; entre edasl@ncia de uma alta sobrevivéncia
de larvas d®ione junoatribuida por Bianchi e Moreira (2005) a facild@aglimentar,
aparentemente comportamental, proporcionada péitlgregario dessa espécie. No
presente estudo, contrario ao proposto por esseeae de forma inédita, associamos
dito beneficio a facilitacdo proporcionada diretatagoela anatomia mandibular dos

individuos, tanto er®. junocomo eni. doris

Nas criagOes experimentais de 1 e 2 lagartads deris todos os individuos
morreram no inicio do desenvolvimento e apresemiatgas mandibulas quebradas;
enguanto as criacoes a baixas densidades originadinifduos deD. junocom
tendéncia a ter cabecas, mandibulas e musculosreslmaiores, o que sugere que em
condicOes naturais, onde ocorrem altas densidadesd (Constantino et al. 2005), a
facilitacéo tenha a ver com a fragmentacao e/odeminoento do material vegetal, por
pré-mastigacao, por parte das larvas vizinhas,ateeira que é possivel para uma larva

jovem pertencente ao grupo aproveitar o alimento@easionar danos/modificacbes no



113

aparelho alimentar. Embora as mandibulas dos ohagi estudados sugerem como o
processo alimentar exitoso em grupo acontecetiad@s mais detalhados que avaliem
o comportamento de alimentacéo dos individuos dmaras espécies Sao necessarios

para esclarecer como a ingestao dos tecidos aeontec

Por outro lado, mudancas da forma das mandibulasdras as espécies e em
todas as densidades experimentais foram corrolsritiiéan et al. (2016)
demonstraram que larvas ldedoris apresentam mandibulas do tipo cortador no inicio
da ontogénese, as quais vao se tornando “ raspadonsedida que avanca o
desenvolvimento; ao contrario do que ocorre enviddbs do génerbleliconius que
apresentam mandibulas cortadoras até o fim da@mésg, e com os quais compartilha
uma relacéo filogenética mais derivada. Os aumsesciaram dita transicéo de
mandibulas cortadoras para raspadoras ao habgargrelel. doris, pois as
mandibulas dos individuos no fim do desenvolviméotam convergentes em forma
com as mandibulas d@& jung, espécie isolada filogeneticamente e menos dexjvads

cujos individuos também possuem mandibulas raspsédnabito gregario.

A diferenca dosieliconius,larvas de.. dorisconseguem se alimentar de folhas
mais maduras do hospedeiro desde o inicio do delsemento. Desde o ponto de vista
comportamental, essa capacidade de consumo desiddanoldada na trajetéria
evolutiva da espécie devido ao habito de postwegagia adotado. As fémeaslde
doris realizam posturas que vao dos 30 aos 65 ovos (@udimo et al. 2005) que séo
colocados em folhas grandes e totalmente abertaladi@; tal condicdo, em todas as
passifloraceas, s6 é cumprida nas folhas mais rasdiarramo (Elpino-Campos 2010,
Rodrigues e Moreira 1999). FémeadH#diconius eratppor outro lado, colocam um

ovo por vez, em gavinhas e folhas jovens que @ondam estar fechadas, e que séo
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pequenas e mais tenras (Mugrabi-Oliveira e MorE@6b). Larvas jovens, de habito
solitario, sofrem mortalidade elevada quando olbagaa se alimentar de folhas
maduras (Rodrigues e Moreira 1999) o que Silv&@@2) e Elpino-Campos (2010)
associaram a fratura das mandibulas desses inds/idavido principalmente a
incapacidade morfolégica das mesmas para consumdidn vegetal duro

caracteristico de folhas velhas.

Transic6es de um comportamento gregario ao comperti solitario sdo
comuns em larvas de Lepidoptera (Fitzgerald 1398pdem indicar mudancas que
ocorrem durante o desenvolvimento para o balanite eastos e beneficios de vida em
grupo (Stamp 1981), j& mencionados anteriormente, gresenca de restricdes
ontogenéticas tais como aqueles relacionados antando corpo impedindo a vida
gregaria em instares avancados (Hochuli 2001).r8uge que a condigcéo gregaria de
L. doriscapacita as mandibulas cortadoras de larvas jopenfacilitacdo alimentar, a
se alimentar de folhas mais maduras (duras) pdsswe escolhidas pela fémea por
serem maiores e garantir alimento e suporte mez&niiciente para todas as larvas.
Posteriormente, e de acordo com nossas observap@ssatingir o quarto instar,
quando a condicao gregaria € dissolvida, se dinait@do de uma mandibula cortadora
de instares iniciais para a mandibula raspadoreradda nesses individuos no fim do

desenvolvimento, e que capacitam as larvas patnsentar sozinhas de folhas duras.

4.2. Efeitos da idade da folha consumida nas esturas alimentares dos

Heliconiini.

No que se refere ao habito alimentar idade da fmdngumida pelos individuos,

foi determinado que o musculo adutor mandibuldades de quinto instar d¢. erato
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criadas em folhas velhas sédo maiores do que aqureddsis em folhas jovens, como
exposto por alguns autores que sugerem que a dimedanento determina o tamanho
dos musculos associados as mandibulas (Dass 188iay8 1991). Por outro lado,
aumentos significativos no tamanho da cabeca e ilmalad a razdo da alimentacéo

com folhas velhas néo foram evidénciados. No quefeee as taxas de crescimento dos
musculos adutores com relagéo as mandibulas, azifogisnostraram uma tendéncia a
crescer proporcionalmente menos do que as mandiboiambos os tratamentos, o
gue néo corrobora as relacdes de crescimento égaain relacdo com o tamanho do
corpo encontrados por Bernays (1986) em larvasatgasas alimentadas com

diferentes dietas.

Bernays (1986) em estudo com larvasRdeudaletia unipunci@epidoptera:
Noctuidae) alimentados com plantas do gédea Bambusa Cynodon consideradas
rigidas, exibiram cabecas proporcionalmente mammeselacdo com o tamanho do
corpo do que larvas alimentadas com uma dietacatjfextremamente macia. A autora
atribuiu a masculos adutores mandibulares maidogsd@s nas cabecas nos primeiros
individuos, que lhes permitiu lidar mais facilmeoten tecidos duros. Esta discrepancia
com nossos resultados pode estar relacionada attian suscetibilidade de larvas jovens
deH. eratoquando expostas ao consumo obrigatoério de folblss, que € devastador
em termos de sobrevivéncia quando comparada camdicéo alimentar natural, em
folhas jovens (Rodrigues e Moreira 1999) o queigaatente inabilita a espécie para o
consumo de folhas maduras nos instares iniciaisséNgentido, e levando em conta que
poucos individuos de instares iniciais sobreviveatimmentacdo com tecidos rigidos,
sugerimos que repercussdes associadas com aledag®partes esclerotinisadas do

aparelho mandibular (cabeca e mandibulas) nessiggdimos aconteceriam em instares
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iniciais (mais vulneraveis) e estariam dissolvidg®)s a muda, em individuos de
instares posteriores, analisados nesse estudo,jgspmao foram estatisticamente
evidénciadas. Nesse sentido, também nédo foi psadvificar mudancas de forma nas
mandibulas das larvas de quinto instar criadastiitada a ontogénese com folhas
jovens quando comparadas com as alimentadas chasfoladuras do hospedeiro.
Independentemente da idade de folha consumidaaadibulas nessa espécie
apresentaram-se fortemente dentadas e de tipa@opdasde inicio ao fim do
desenvolvimento larval de acordo com o descritoviban et al. (2016).
Evidentemente isto tem a ver com a conduta natlaraspécie que, a medida que
avanca o desenvolvimento, torna os individuos agppara consumir tecidos rigidos, e
Ihes permite manter a condicao cortadora das saadibulas até o fim do

desenvolvimento (Millan et al. 2016).

5. CONSIDERACOES FINAIS.

Custos adicionais em larvas @ejunocriadas em densidades baixas estiveram
associados a individuos com cabecas e mandibulasesiao que relacionamos com a
necessidade de lidar sozinhas com tecidos durbssjzedeiro, enquanto larvas criadas
em grupos maiores conseguiram contornar essafaaper facilitacdo alimentar, que
presumivelmente incluiria processos de amolecintgagpnentacdo dos tecidos por

meio de pré-mastigacdo em grupo, o que restatasgado.

A forma das mandibulas em larvas de quinto insaardbas as espécies foi
diferente dependendo do nivel de agregacao sqigtis larvas durante o
desenvolvimento, indicando que existe uma plastd@denotipica mandibular

relacionada com a capacidade de consumo de tetugos, que mostra que larvas
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alimentadas com esse tipo de tecido, quando credashas, exibem aparelhos bucais
dentados e que quando criadas em conjunto, maadibom dentes evidentemente

aplanados séo induzidas.

No que se refere ao habito alimentar da idadeltda famnsumida,
demonstramos que larvas de quinto instar que cagrsuimlhas maduras desde o inicio
do desenvolvimento precisam investir no fortalecitoelos musculos mandibulares
para conseguir acessar o alimento rigido, o quecd@wetou mudancas no tamanho das
suas cabeca e mandibulas. Possivelmente, issoesa deie pressdes exercidas sobre
estruturas esclerosadas, como cabeca e mandigstiasam sendo exercidas em larvas
jovens, onde a alimentacdo em tecidos duros édicegl e portanto, os efeitos
estariam dissolvidos ap6s sofrerem as mudas comdsptes até o quinto instar,
estudado nesse trabalho, e que naturalmente, coecordhecido para a espécie, torna
as larvas capazes de consumir material vegetaladéro empupamento. Nesse sentido,
estudos complementares que realizem comparacdastalas entre o crescimento da
cabeca e mandibulas de larvas jovens submetidés;aes em folhas jovens e maduras

devem ser conduzidos.
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Tabela 1.Comparacgdes entre o tamanho da cabeca e tamamhandigbula de lagartas
de quinto instar dBione junocriadas enfPassiflora edulisAsterisco indica significancia
estatistica (alfa = 0.05).

Densidade larval p (testes de Dunn)

(N)

Tamanho da cabec¢a (mm)
Kruskal-Wallis= 24.79

p<0.001*
4 - 0.05827 0.0005072*
8 - 0.0000775*
16 -

Tamanho da mandibula (centroide)
Kruskal-Wallis= 11.65
p=0.00295*

4 - 0.08495 0.2024
8 - 0.000413*
16 -
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Tabela 2.Comparacdes alométricas (ANCOVAS) entre as inclieag interceptos das
retas correspondentes ao crescimento do muscukorachandibular em relacdo ao
tamanho mandibular (centroide) de larvas de quingiar de duas espécies de
heliconineos criados em diferentes densidafisterisco indica significancia estatistica

B o
Espécie Densidade
larval
(N) F P F p
Dione juno 4 7.05914  0.01074* - -
8 0.75078 0.39050 2821.5 <0.0001*
16 75.7817 <0.0001* - -
Laparus doris 4 0.03920 0.8444 574.537 <0.0001*
0.04085 0.8411 662.311 <0.0001*
16 4.4951 0.0412* - -

(alfa’= 0.05)
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Tabela 3. Comparacgfes entre o tamanho da cabeca, tamanhardiibula e area do
musculo adutor mandibular de lagartas de quint@iirdeHeliconius eratacriadas com
folhas jovens e maduras @assiflora suberosaAsterisco indica diferenca estatistica
significativa.

Parametro Mann Whitney U p

Tamanho da cabeca (mm) 52.00 0.4576

Tamanho da mandibula
(centroide) 42.00 620

Area do musculo adutor (nfjn 13.00 0.0020*
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Tabela 4.Comparacdes alométricas (ANCOVASs) das inclinacGeseeceptos
correspondentes as retas de crescimento do miedwior mandibular vs. tamanho
mandibular (centroide) de larvas de quinto inseg deratocriadas em folhas de duas
idades dé°. suberosaAsterisco indica significancia estatistica (alf@.85).

Idade de B o
folha de

Passiflora F p F D
Jovem 5.25624 0.03021* - -

Velha 7.80903 0.00915* - -
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Lista de tabelas

Tabela 1.Comparacgdes entre o tamanho da cabeca e tamamhandigbula de lagartas
de quinto instar dBione junocriadas enfPassiflora edulisAsterisco indica significancia
estatistica (alfa = 0.05).

Tabela 2.Comparacoes alométricas (ANCOVAS) entre as inclieag interceptos das
retas correspondentes ao crescimento do muscukorachandibular em relacdo ao
tamanho mandibular (centroide) de larvas de quingiar de duas espécies de
heliconineos criados em diferentes densidafisterisco indica significancia estatistica
(alfa = 0.05).

Tabela 3. Comparacgfes entre o tamanho da cabeca, tamanhardiibula e area do
musculo adutor mandibular de lagartas de quint@irdeHeliconius eratacriadas com
folhas jovens e maduras @assiflora suberosaAsterisco indica diferenca estatistica
significativa.

Tabela 4.Comparagfes alométricas (ANCOVAS) das inclinacGeseeceptos
correspondentes as retas de crescimento do mieswior mandibular vs. tamanho
mandibular (centroide) de larvas de quinto inseg deratocriadas em folhas de duas
idades dé°. suberosaAsterisco indica significancia estatistica (alf@.85).

Lista de figuras

Figura 1. A) Sobrevivéncia de individuos @one juno(Extraido de Bianchi e
Moreira 2005) d.aparus doriscriadas até a emergéncia dos adultos em cinceniés
densidades B) Curvas de sobrevivéncia de larvad.ddoriscriadas em cinco
diferentes densidades. Box plots com letras difeseimdicam diferenca estatistica
significativa (Testes Qui-quadrado, p<0.0001) alasviacbes D1, D2, D4, D8 e D16
correspondem as criacdes em densidades de 18 2, 6 individuos, respectivamente.

Figura 2. Tamanho da capsula cefalica (acima), mandibulaojmeeérea do musculo
adutor mandibular (abaixo) de lagartas de quinttamdeDione juno(coluna A) e
Laparus doris(coluna B) criadas em trés diferentes densidaBles.plots com letras
diferentes diferem estatisticamente (teste de Kaledkallis, seguido de testes de Dunn,
p<0.05).

Figura 3. A) Retas de crescimento do centroide mandibularcylts vermelhos
preenchidos) e area do musculo adutor da mandiuéalrados azuis preenchidos) de
lagartas de quinto instar de duas espécies deoh@&imos criadas erA. edulise P.
maliformise a B) Variacdo da area do musculo adutor marsatileah relacéo ao tamanho
mandibular dos individuos; D4, D8 e D16 indicamemsidades larvais de 4, 8 e 16
individuos, respectivamente. Asteriscos indicamerdiicas significativas entre as
inclinacdes e/ou interceptos das retas corresptesl@ANCOVAS, p<0.05).

Figura 4. Analise de Componentes Principais (PCA) das fommasdibulares de lagartas
de quinto instar d®ione juno(acima) eLaparus doris(abaixo) criadas em densidades
de 4, 8 e 16 individuo®)) e B) representam as deformacdes obtidas por “Thin Plate
Splines” do componente principal 1 (PCl) e comptmeprincipal 2 (PC2),
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respectivamente. Para ambas as espécies, ha désrsignificativas dentre as formas
mandibulares dos individuos criados nas diferet@esidades (MANOVAS, p<0.05).

Figura 5. Arvores Neighbor-Joining (ndo enraizadas) das mis& fenotipicas de
Mahalabonis das formas mandibulares de larvas uognstar de ADione junoe B)
Laparus doriscriadas em trés diferentes densidades (4, 8 edidduos). As ilustracbes
mandibulares associadas a cada densidade correspandorma meédia obtida por
sobreposicao de Procrustes (GPA) dos individuosada espécie, segundo o nivel de
agregacao larval. Os apices observados na parseextarna da area incisora, ressaltados
em vermelho, correspondem as bases dos dentesbulanes sendo que as pontas destes
estdo localizadas na parte interna, e se curvamireigio a area molar no quinto instar
dos heliconineos.

Figura 6. Tamanho da A) capsula cefalica, B) mandibula e @pcwmlo adutor
mandibular de lagartas de quinto instaHderatoalimentadas com duas idades de folha
de Passiflora suberosaBox plots com letras diferentes diferem esta@stiente (Teste
de Mann-Whitney, p<0.05).

Figura 7. A) Retas de crescimento do centroide mandibularcylts vermelhos
preenchidos) e area do musculo adutor da mandiuéalrados azuis preenchidos) de
lagartas de quinto instar d#& eratocriadas duas idades &assiflora suberosa a B)
Variacdo da area do musculo adutor mandibular ¢éap&e ao tamanho mandibular dos
individuos. Asteriscos indicam diferencas signifiGs entre as inclinacdes das retas
correspondentes (ANCOVAs, p<0.05).

Figura 8. Analise de Componentes Principais (PCA) das formasdibulares de
lagartas de quinto instar #keliconius eratacriadas em duas idades de folhas de
Passiflora suberosa\) e B) representam as deformacgdes obtidas por

“Thin Plate Splines” do componente principal 1 (PETtomponente principal 2 (PC2),
respectivamente. Nao ha diferencas dentre as farmmaadibulares dos individuos
criados em folhas jovens e maduras do hospedeitdN@®VAs, p>0.05).
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CONCLUSOES

Demonstramos o crescimento diferenciado da maradibai relacdo com a
capsula cefalica em representantes das principaagens de lepiddpteros heliconineos
e a ocorréncia de mudancas de forma na mandibtaatdua ontogénese das espécies.
Adicionalmente, evidénciamos convergéncias de fommndibular entre espécies
filogeneticamente afastadas como resposta a tgpbgalkitos alimentares compartilhados
(idade da folha consumida ou alimenta¢do em grupolespondendo principalmente a
necessidade primaria de sobrevivéncia larval.

A forma mandibular de lagartas de quinto instaHagéiconius eratoexibiram
formas diferenciadas dependendo da espéciBadsifloraconsumida pelas mesmas;
ditas mudancas estiveram associadas aos dents®r@s;i mais pronunciados em
individuos criados enf. suberosao hospedeiro com folhas mais duras e espessas.
Caracteristicas da espécie hospedeira utilizadss patjartas, tais como espessura do
limbo foliar e dureza da folha, modificam a formas dnandibulas dos individuos como
resposta a plasticidade fenotipica induzida pagasar ao recurso mais eficientemente.

A mandibula, independentemente da planta hospedidizzada pelas larvas de
H. eratq cresceu proporcionalmente mais do que o muscluitog que mostrou ser um

carater mais conservado (estavel).

Custos adicionais em larvas De juno criadas em densidades baixas estiveram
associados a individuos com cabecas e mandibulasesiao que relacionamos com a
necessidade de lidar solitariamente com tecidogsddo hospedeiro, enquanto larvas
criadas em grupos maiores conseguiram contornabaseira, por facilitagéo alimentar,
que presumivelmente incluiria processos de amoktioffragmentacéo dos tecidos por

meio de pré-mastigacdo em grupo, o que restatasgado.
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A forma das mandibulas em larvas de quinto instaamibas as espécies foi
diferente dependendo do nivel de agregacdo sofpdlas larvas durante o
desenvolvimento, indicando que existe uma plastaed fenotipica mandibular
relacionada com a capacidade de consumo de tedidtos, que mostra que larvas
alimentadas com esse tipo de tecido, quando cremashas, exibem aparelhos bucais
com dentes pontiagudos e que quando criadas emntonmandibulas com dentes

evidentemente menos pronunciados séo induzidas.

No que se refere ao habito alimentar da idadelda tfmnsumida e gregariedade,
demonstramos que larvas de quinto instar que casrsuimlhas maduras desde o inicio
do desenvolvimento precisam investir no fortalecitoelos musculos mandibulares para
conseguir acessar o alimento rigido, o que ndgetoarmudancas no tamanho das suas
cabeca e mandibulas. Possivelmente, isso se dauge gpressbes exercidas sobre
estruturas esclerotinizadas, como cabeca e maadjbestariam sendo exercidas em
larvas jovens, onde a alimentacdo em tecidos dumegjudicial, e portanto, os efeitos
estariam diluidos apés sofrerem as mudas corresptesglaté o quinto instar, estudado

nesse trabalho.

Futuramente estudos complementares que contemplapacacdes alométricas
entre o crescimento da cabeca e mandibulas des |prv@ns submetidas a criacdes em
folhas jovens e maduras devem ser conduzidos, clom de estabelecer se ditas larvas
estariam sofrendo (ou ndo) pressdes alométricasstraguras alimentares causadas pela

dureza do alimento.
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