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RESUMO

No contexto da herbivoria, a interagéo inseto-planta é um sistema dinéamico. As
plantas apresentam caracteristicas que influenciam a preferéncia e o desempenho dos
herbivoros, como por exemplo, a variacdo da dureza e espessura do limbo foliar, de
forma dependente a espécie e a idade da estrutura considerada. Por sua vez, os
insetos podem responder as barreiras das plantas por mecanismos fisiologicos e
comportamentais. Ha registro de nove espécies de passifloraceas utilizadas por
Heliconius erato phyllis (Fabricius, 1775) para o Rio Grande do Sul. As larvas deste
herbivoro, entretanto, alimentam-se preferencialmente de Passiflora misera Humbold,
Bonplant & Kunth, que confere maior performance, apesar de apresentar menor
guantidade de nutrientes que outras hospedeiras utilizadas (ex. Passiflora suberosa
Linnaeus). Desta forma, o desempenho associado ao consumo de uma passifloracea
possivelmente relaciona-se, ndo s6 ao conteudo nutricional desta, mas também aos
mecanismos morfolégicos e comportamentais envolvidos na alimentagdo. Neste
trabalho, verificamos se a dificuldade em acessar o alimento, imposta pela dureza e
espessura das folhas das hospedeiras e pelas limitacdes estruturais das mandibulas de
H. erato phyllis, reflete ou ndo alteragcdes na utilizagdo da planta, analisando os danos
causados a estas e o comportamento das larvas deste herbivoro. Para tanto P. misera,
P. suberosa, Passiflora caerulea Linnaeus, Passiflora edulis Sims e Passiflora alata
Dryander foram cultivadas, sendo folhas jovens e velhas dessas passifloraceas
caracterizadas quanto a dureza e espessura, tanto do limbo como da nervura central. A
frequéncia dos danos causados a P. misera, P. suberosa, P. caerulea e P. edulis foi
avaliada, em relagéo a idade da folha e ao longo da ontogénese larval. Quantificou-se,
também, o indice de microdureza de Vickers das mandibulas para larvas criadas em P.

misera e P. suberosa. Adicionalmente, o tempo relativo aos comportamentos



Xiv
(repousando, alimentando, deslocando, provando e cortando nervura) foi quantificado
nas cinco passifloraceas, tanto em folhas jovens quanto nas velhas. Os dados obtidos
evidenciaram a existéncia de variacao expressiva em relagao a idade da folha, quanto
a dureza e espessura para as espécies de passifloraceas utilizadas pelas larvas de H.
erato phyllis. O tipo e a frequéncia do dano (corte do limbo, raspagem e corte da
nervura central) foram influenciados pela variagdo desses parametros fisicos, sendo
que a raspagem do limbo ocorreu quando larvas de primeiro instar foram criadas em
folhas velhas. Houve influéncia ontogenética no incremento de dureza das mandibulas,
porém nao foram detectados indicios de que a planta hospedeira influencie no aumento
deste parametro nessas estruturas. As larvas empregaram grande parte do tempo em
repouso, independente da espécie de hospedeira e, na maioria dos casos, dedicaram
mais tempo a alimentacdo em P. misera. Larvas observadas em P. alata dedicaram
mais tempo ao repouso € menos tempo a alimentacdo realizando de uma a duas
refeicdes com pequena duracdo, a cada seis horas. Esta discrepancia no tempo
destinado a todos os comportamentos das larvas em P. alata se deve, provavelmente,
a fatores quimicos inerentes a esta passifloracea. Lagartas de primeiro instar em folhas
velhas de P. suberosa e P. caerulea despenderam maior tempo no deslocamento,
demonstrando que a procura por um sitio de alimentagao favoravel € de fundamental
importancia para esta fase do desenvolvimento, evidenciando assim que a dureza foliar

constitui fator limitante para instares iniciais, neste heliconineo.

Palavras-chave: heliconineos, Passiflora, ecologia comportamental, herbivoria, dureza

foliar, dureza mandibular
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ABSTRACT

The plant-insect interaction is a dynamic system. Variation in plant morphological
traits such as hardness and thickness of the leaves can influence preference and
performance of herbivores, depending upon the species and age of the plant structure
taking into. On the other hand, insects can respond to these barriers through
physiological and behavioral mechanisms. Nine species of passion vine are used by
Heliconius erato phyllis (Fabricius, 1775) in Rio Grande do Sul State. However, their
larvae feed preferentially on Passiflora misera Humbold, Bonplant & Kunth, which
provide greater performance, despite having a lower amount of nutrients when
compared to other host plants (e.g. Passiflora suberosa Linnaeus). Thus, the
performance related to consumption of a particular passion vine possibly relates not
only to their nutritional value, but also to morphological and behavioral mechanisms
involved on feeding by these butterfly larvae. In this study, we investigate whether the
difficulty in accessing food, imposed by the hardness and thickness of host leaves when
in association to structural limitations on the mandibles of H. erato phyllis larvae, lead in
turn to changes in host plant use. We examined the plant hosts damages and also
larval behavior of this herbivore on five cultivated passion vine: P. misera, P. suberosa,
Passiflora caerulea Linnaeus, Passiflora edulis Sims and Passiflora alata Dryander.
Young and old leaves of these passion vine species were characterized in terms of
hardness and thickness for the blade and the midrib. The frequency of differences on
damage caused to P. misera, P. suberosa, P. caerulea and P. edulis was evaluated in
relation to leaf age throughout larval ontogeny. Vickers hardness index was quantified
for mandibles dissected from larvae reared on P. misera and P. suberosa. Additionally,
the time spent in different behaviors (resting, feeding, walking, tasting and vein cutting)

was quantified for the five passion vine, while feeding on both young and old leaves.



XVi

The data showed the existence of expressive variation in hardness and thickness
according to leaf age for the passion vine species used by H. erato phyllis larvae. The
type (cutting blade, scraping and vein cutting) and frequency of damages were
influenced by the variation of such leaf parameters. Scraping occurred when first instar
were reared on old leaves. There was an ontogenetic influence on mandibular
hardness, which increases with larval age. However, there was no evidence that the
host plant influences the hardness in these structures throughout ontogeny.
Independently of the host tanken into account, larvae employed most of the time
resting. In several cases, they devoted more time feeding in P. misera. In P. alata, they
spent more time resting and less time feeding, having up to only two meals of short
duration each, at every six hours. This discrepancy in time is probably due to the
presence of deterrent chemicals present in this passion vine. In old leaves of P.
suberosa and P. caerulea, first instar larvae spent more time moving, thus showing that
the search for an suitable food site is extremely important for this stage of development.
Thus, we demonstrate that leaf hardness is a limiting factor for the early larval instars in

this heliconian butterfly.

Keywords: heliconians, Passiflora, behavioral ecology, herbivory, leaf hardness,

mandibular hardness
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APRESENTACAO

A presente tese esta dividida em cinco capitulos, sendo o primeiro introdutério,
abrangendo todo o tema abordado. Os trés capitulos subsequientes sdo autbnomos, de
forma que cada um apresenta sec¢oes independentes relativas a introdugdao do tema
estudado, métodos empregados, resultados obtidos, discussdao e referéncias
bibliograficas, que serdo formatados, posteriormente, de acordo com as normas de
publicagdo das revistas a serem submetidos. Optou-se por apresentar tabelas e figuras
ao longo do texto. O ultimo capitulo, conclusivo, sintetiza o encontrado neste estudo.

As referéncias bibliograficas seguem as normas da Revista Brasileira de Zoologia.



1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Historico da interagao inseto-planta

Insetos e plantas desenvolveram uma estreita associagao ao longo do processo
evolutivo, apresentando diversos graus de interacédo, que vao desde generalistas até as
mais especializadas (BERNAYS 1998). Dentre a diversidade das espécies de animais
conhecidos, mais de um quarto, aproximadamente, constitui-se de insetos que se
alimentam de tecidos vegetais (BERNAYS 1998, LABANDEIRA 2002, GRIMALDI & ENGEL
2005). As plantas colonizaram o ambiente terrestre ha mais de 400 milhdes de anos,
juntamente com o surgimento das linhagens de artropodos viventes. Ha
aproximadamente 300 milhdes de anos atras, os insetos herbivoros ja apresentavam
particdo de recursos e varias formas de adaptagdes alimentares, incluindo as guildas
dos mastigadores, comedores de esporos, sugadores e lambedor-sugadores
(LABANDEIRA 1997, 2002, 2007, MAYHEW 2007). Destes, acredita-se que o aparelho
bucal ancestral seja o mastigador. Esses outros tipos surgiram e se diversificaram
diversas vezes de maneira independente, havendo analogias entre as estruturas
principais (LABANDEIRA 1997).

A histdria evolutiva da interagcao inseto-planta pode ser dividida em quatro fases
segundo LABANDEIRA (1997, 2006). A primeira ocorreu do Siluriano Superior ao
Devoniano Superior onde diversos artropodos, dentre eles os insetos pterigotos, se
alimentavam de plantas vasculares primitivas e fungos. Ha registros de quatro
associacbes com plantas nesse periodo, sendo que duas se relacionam com a
herbivoria de partes fotossintéticas dos ramos e folhas, externas (espécies com pecgas
bucais tipicas das lagartas viventes — mastigadores) e internas (perfurador-sugadores).
A segunda, entre o Mississipiano Superior e o fim do Permiano, caracterizada pela

predominancia na utilizagdo de pteridéfitas e uso de algumas espermatoéfitas como



hospedeiras, além do surgimento de novos tipos de aparelho bucal. A terceira, entre o
Triassico Médio até o presente, se constituiu na fase dos ortopterdides (sentido amplo),
hemipteréides e herbivoros holometabolos basais, utilizando-se de pteriddfitas e
gimnospermas. Por fim, a quarta, do Cretaceo Inferior ao presente, com os
ortopterdides, hemipteréides derivados e holometabolos alimentando-se de

angiospermas.

1.2. Estrutura das mandibulas

O comportamento animal é a expressdo da forma e esta intimamente ligado a
morfologia, fisiologia e ecologia destes, cujas variagcbes se constituem nas causas
imediatas da evolugdo dos comportamentos (ALcocKk 1989, BERNAYS 2001, DEL-CLARO
2004). A estrutura, a forma e a fungdo das mandibulas se relacionam com o habito
alimentar dos insetos herbivoros e auxiliam no entendimento da ecologia
comportamental da interagdo inseto-planta e, em particular, da evolugdo do
comportamento alimentar desses organismos, bem como na compreensdo da
diversidade de insetos (CHAPMAN 1995, LABANDEIRA 1997, 2002, 2006, BERNAYS 2001,
MAYHEW 2007).

Nos Thysanura e em Pterygota, as mandibulas se articulam com a céapsula
cefalica em dois pontos (céndilos anterior e posterior), que limitam o movimento destas
em um unico plano (SNODGRASS 1950, MATSUDA 1965, CHAPMAN 1995, ENGEL &
GRIMALDI 2004). Essa condi¢cao (dicondilica) proporciona movimentos transversais e
com isso o alimento, pode ser cortado pela regido distal das mandibulas (SNODGRASS
1950, CHAPMAN 1995, GRIMALDI & ENGEL 2005). Porém, nos hexapodos entognatos e
em Archaeognatha, onde a articulagdo ocorre por apenas um cdndilo (condigcao

monocondilica) ha apenas a trituragao de particulas relativamente moles (por exemplo,



hifas de fungos e liquens), por meio de movimentos de rotacdo da mandibla
(SNODGRASS 1935, MATSUDA 1965, CHAPMAN 1995, GRIMALDI & ENGEL 2005).

Um par de musculos inserido em apodemas, localizados em cada um dos lados
do plano de articulagédo, é responsavel pelos movimentos de abdugédo e adugéo nas
mandibulas dicondilicas (SNODGRASS 1935, 1950). Em insetos hipognatos (i.e. lagartas
de lepidopteros exéfagos e muitos ortdpteros), ambos os musculos originam-se na
porcao antero-dorsal da capsula cefalica; ja em insetos prognatos e opistognatos (i.e.
maioria dos coledépteros e hemipteros, respectivamente) originam-se na porgao
posterior da cabeca (CHAPMAN 1995). O musculo adutor é responsavel por fechar as
mandibulas e gerar grande parte da forgca empregada para cortar o alimento; por isso, &
maior que o abdutor e ocupa, praticamente, quase toda a capsula cefalica (DAs 1937,
SNODGRASS 1935, CHAPMAN 1995, VEGLIANTE 2005). O tamanho e a forma da capsula
cefalica dos insetos mastigadores estdo intimamente ligados ao tamanho deste
musculo. Sabe-se que larvas de Pseudaletia unipuncta (Haworth, 1809) (Lepidoptera,
Noctuidae), quando criadas em dieta alimentar mais dura (folhas jovens e maduras das
gramineas dos géneros Triticum Linnaeus e Cynodon Richard, respectivamente),
quando comparada a dieta alimentar artificial (menos rigida), apresentam tanto a
capsula cefalica quanto o musculo adutor maiores (BERNAYS 1986). O mesmo padréo
foi observado para os ortopteros da familia Acrididae, Locusta migratoria (Linnaeus,
1758) e Chorthippus curtipennis (Harris, 1835), onde a largura da cabecga foi
significativamente maior quando criados em gramineas mais rigidas (BERNAYS 1986).
Dessa forma, insetos com capsulas cefalicas maiores estariam aptos a se alimentar
com maior eficiéncia de gramineas relativamente mais duras (CHAPMAN 1995).

As mandibulas dos insetos mastigadores apresentam duas areas distintas em
sua morfologia externa. A parte distal, contendo dentes incisores, € responsavel por

cortar o alimento e se constitui na regido incisora. A area proximal, responsavel por



triturar o alimento, denomina-se regiao molar (CHAPMAN 1995). Dependendo da
linhagem de inseto considerado e do tipo de alimento utilizado, essas regides estdo ou
nao presentes e sdo mais ou menos desenvolvidas. Por exemplo, os insetos
predadores geralmente apresentam mandibulas longas, pontiagudas, com poucos
dentes tanto na area incisora como na regido molar. Ja insetos herbivoros
mastigadores, como ortdpteros, possuem mandibulas curtas, com dentes incisores
longos (= cuspides) e regido molar rigida, corrugada (CHAPMAN 1995). Em algumas
larvas de Lepidoptera estudadas, constatou-se que a mordida € a Unica agcdo mecanica
aparentemente aplicada no alimento (exemplo, KERPEL 2004).

As adaptacbes existentes na forma das mandibulas dos insetos herbivoros
mastigadores estao correlacionadas aos habitos alimentares e a natureza do recurso
utilizado (DAs 1937, SNODGRASS 1935, BERNAYS 1991). Espécies que utilizam plantas
arbustivas e herbaceas apresentam mandibulas com regido incisora pouco
desenvolvida e cuspides separadas. Ja espécies graminivoras tém area incisora com
dentes grandes e cuspides unidas (CHAPMAN 1964, BERNAYS 1991). BERNAYS & JANZEN
(1988) constataram que larvas de lepiddpteros de Saturnidae e Sphingidae apresentam
duas formas de mandibulas diferenciadas, de acordo com o tipo de alimento utilizado.
As pequenas, com regido incisora pouco desenvolvida, sao caracteristicas de
saturnideos que se alimentam de folhas velhas e duras. Por outro lado esfingideos, que
utilizam folhas jovens e macias, possuem mandibulas longas e denteadas.

Por serem responsaveis pelo corte do alimento em fragmentos menores,
capazes de serem ingeridos e transferidos ao intestino, as mandibulas, além de
possuirem musculatura resistente, tém a cuticula extremamente esclerotinizada,
principalmente na regido incisora (HILLERTON et al. 1982, CHAPMAN 1995). A cuticula

dos insetos pode ser classificada como macia e flexivel ou como dura e nao flexivel,



propriedades mecanicas estas que estdo ligadas a fungdes de partes corporais em
especifico (VINCENT & WEGST 2004).

A cuticula, secretada pela epiderme, pode ser dividida em trés regides:
endocuticula, exocuticula e epicuticula (NEVILLE 1970, ANDERSEN 1979, KLOWDEN
2007). A epicuticula, nao elastica, contém esclerotina, sendo constituida em maior
parte por lipideos livres ou ligados a proteinas em suas camadas externas e sua fungao
principal é evitar a desidratacdo, sendo ainda coberta por uma camada de cera. A
endocuticula e a exocuticula, também denominadas juntas de procuticula, constituem-
se primariamente de um complexo de quitina imersa em uma matriz protéica (VINCENT
& WEGST 2004).

A quitina € um dos biopolimeros mais abundantes e importantes na natureza,
depois da celulose (KHOR 2001, MERZENDORFER & ZIMOCH 2003) e, de forma similar, &
um polissacarideo linear e se diferencia nos grupos funcionais: hidroxila (OH) para
celulose e grupos acetamino (NHCOCH;) para quitina (KHOR 2001, AZEVEDO et al.
2007, MEYERS et al. 2008). As cadeias de quitina se unem formando nanofibrilas, que
sao depositadas em lamelas, durante o periodo da noite, com pequenas diferencas na
angulacdo, o que produz um arranjo helicoidal. As deposi¢gdes durante o dia sao
unidirecionais e, através desta caracteristica pode-se, inclusive, determinar a idade de
um inseto adulto (NEVILLE 1970, CHAPMAN 1995, GORB 2001, VINCENT & WEGST 2004).

Grande parte da dureza do exoesqueleto € causada pela esclerotinizacdo da
exocuticula, uma modificacdo secundaria das proteinas cuticulares devido a
incorporacdo de produtos polifendlicos oxidados e derivados de catecolaminas, mas
em alguns casos, a dureza pode estar relacionada ao acentuado carater hidrofébico
das proteinas nestas cuticulas, ou mesmo da interagdo com metais, como zinco,
manganés e até mesmo ferro, entretanto este uUltimo processo ainda necessita ser

elucidado (ANDERSEN 1979, VINCENT & WEGST 2004, KLOWDEN 2007).



1.3. Caracteristicas das plantas e interagao inseto-planta

A interacdo inseto-planta, dentro do contexto da herbivoria, € um sistema
dindmico e sujeito a mudanca constante. As plantas apresentam caracteristicas que
influenciam a preferéncia e desempenho dos insetos herbivoros, como substancias do
metabolismo primario, secundario e fatores fisicos, bem como uma fenologia variavel
(LARSSON 2002). Por sua vez, os insetos podem responder as barreiras das plantas
através de diversos mecanismos fisioldogicos e comportamentais (BERNAYS 1998,
LARSSON 2002, MELLO & SILVA-FILHO 2002).

Os espinhos, os tricomas, a dureza de alguns tecidos vegetais, a presenca de
ceras, o tamanho, a forma e a cor do 6rgao vegetal constituem caracteristicas fisicas
que podem limitar a atuagao dos insetos (BERNAYS & CHAPMAN 1994). Como exemplo,
verificou-se que os tricomas de Passiflora adenopoda DC. (Passifloraceae) se
constituem em barreiras eficientes, pois dificultam a locomogao e alimentagcdo das
larvas de heliconineos que utilizam tais plantas, além de muitas vezes causarem o
extravasamento da hemolinfa das largartas destes, levando-as a morte (GILBERT 1971).
Larvas de Gratiana spadicea (Klug, 1829) (Coleoptera, Chrysomelidae) apresentam
alta mortalidade nos instares iniciais quando alimentadas com folhas de Solanum
sisymbriifolium Lamarck (Solanaceae) de alta densidade de tricomas, causada
supostamente pela ingestdo de fragmentos dos mesmos (MEDEIROS & MOREIRA 2005,
BoLIGON 2007, BoLIGON et al. 2009). A dureza das folhas em si pode impedir ou reduzir
o consumo destas pelos herbivoros. Esta caracteristica fisica pode estar ligada a
disponibilidade de agua, ao teor de nutrientes do solo, a mudangas ambientais ou
mesmo a variagdo na idade foliar (FEENY 1970, RAuPP 1985, MEDINA et al. 1990,
SILVEIRA 2002). Até mesmo a presenga de ceras nas plantas pode comprometer o
consumo, indiretamente por dificultar a fixacdo e locomogao dos insetos (FERNANDES

1994, BERNAYS & CHAPMAN 1994). Por ultimo, a forma, cor e tamanho da folha séo



importantes para o reconhecimento da hospedeira pelos seus herbivoros (BERNAYS &
CHAPMAN 1994, GAUER 2000).

Os insetos herbivoros, por sua vez, frente as barreiras das plantas, apresentam
mecanismos para sobrepuja-las. Larvas de G. spadicea, por exemplo, removem os
tricomas de S. sisymbriifolium para atingir o mesofilo foliar, dedicando maior tempo a
remogao destas estruturas comparado ao tempo empregado na ingestao do alimento,
quando observados em folhas com alta densidade de tricomas (BOLIGON 2007).
Diversos insetos, por exemplo muitas lagartas e coledpteros, cortam as nervuras e
peciolos das folhas, voluntariamente, pouco antes da ingestdo. Tal comportamento
ocasionaria a diminuicdo do turgor hidrico nas extremidades distais ao dano,
atenuando a resisténcia do limbo foliar ao corte, além de bloquear a passagem dos
canais de latex, resinas e substancias do metabolismo secundario (DUSSOURD & EISNER
1987, DUSSOURD & DENNO 1991, DUSSOURD 1993, 1997, 1999, CLARKE & ZALUCKI 2000).
Os primeiros instares larvais de alguns heliconineos, quando em contato com tecidos
duros de passifloraceas, inadequados para a alimentagao, tendem a raspar o limbo
para se alimentar apenas do mesofilo foliar (ALEXANDER 1961, RODRIGUES & MOREIRA
1999, BIANCHI 2005).

Os insetos herbivoros podem ser classificados como generalistas ou
especialistas (BERNAYS & CHAPMAN 1994). Por se alimentarem de uma grande
variedade de espécies de plantas, os generalistas podem ter sua performance
influenciada, ocorrendo por exemplo reducdo do crescimento e sobrevivéncia larval,
anormalidades estruturais no estagio de pupa, atraso na emergéncia do adulto e
reducdo do numero de geragdes (MENNA-BARRETO & ARAUJO 1985, PERICO & ARAUJO
1991, LAZAREVIC et al. 1998, HUNTER & MCNEIL 1997, TIKKANEN et al. 2000, BIANCHI &
MOREIRA 2005). Entretanto, a maioria dos insetos herbivoros €& relativamente

especialista, usando um restrito numero de hospedeiras com compostos quimicos



similares (PRICE 1997, BERNAYS 2001). Em adicdo, essas substancias se tornam
importantes por serem sinais seguros de identificagcdo da hospedeira, facilitando o
reconhecimento dessas. Além disso, a especializagdo pode indiretamente proporcionar
que o recurso alimentar seja utilizado por poucos herbivoros, o que pode minimizar a

competicao (BERNAYS 2001).

1.4. Generalidades sobre Passiflora Linnaeus (Passifloraceae)

Passiflora constitui-se num dos géneros de Passifloraceae que ocorre no Brasil,
juntamente com Ancistrothyrsus Harms, Dilkea Masters e Mitostemma Masters (SAcCcO
1980, CERVI 1997, MILWARD-DE-AZEVEDO & BAUMGRATZ 2004). Possui aproximadamente
400 espécies, agrupadas em 23 subgéneros. Para o Brasil, estima-se em 130 o
nuamero de espécies, com maior numero na regido amazonica (KiLLIP 1938, SAcco
1980, CERVI 1997).

Das 29 espécies de Passiflora registradas para os estados mais meridionais do
Brasil, 15 sdo encontradas no Rio Grande do Sul. Destas, as que apresentam maior
abundancia sao: subgénero Decaloba (= Plectostemma) — Passiflora capsularis
Linnaeus, Passiflora misera Humbold, Bonplant & Kunth, Passiflora suberosa Linnaeus;
subgénero Passiflora (= Granadilla) — Passiflora actinia Hooker, Passiflora alata
Dryander, Passiflora caerulea Linnaeus, Passiflora edulis Sims, Passiflora elegans
Masters, Passiflora tenuifila Killip (KiLLiP 1938, SAcco 1980, CERvVI 1997, MONDIN 2001,
MACDOUGAL & FEUILLET 2004, MILWARD-DE-AZEVEDO & BAUMGRATZ 2004, MOREIRA,
G.R.P, UFRGS, comunicagao pessoal).

Os subgéneros Dysosmia e Passiflora apresentam estreita associagao e formam
um clado distinto juntamente com Decaloba, sendo este ultimo mais derivado que os
dois primeiros (BENSON at al. 1975, MUSCHNER et al. 2003, YOCKTENG & NADOT 2004).

As borboletas da tribo Heliconiini, em sua fase larval, se alimentam exclusivamente de



passifloraceas, com exceg¢ao de Eueides procula vulgiformis Butler & Druce, 1872 que
consome folhas de Erblichia odorata Seemann (Turneraceae) (JANZEN 1983). BENSON
at al. (1975) propuseram que géneros mais primitivos de heliconineos utilizam
passifloras mais primitivas como hospedeiras, e que os mais derivados estariam
intimamente relacionados com passifloraceas mais derivadas, como no caso da maioria
das espécies do género Heliconius Kluk, 1780 que, geralmente, se alimentam de

espécies do subgénero Decaloba.

1.5. Heliconius erato phyllis (Fabricius, 1775) (Lepidoptera, Nymphalidae)

Heliconius erato phyllis (Fabricius, 1775) apresenta ampla distribuicdo em todo
territério brasileiro, excetuando-se a regido amazbnica (BROWN & MIELKE 1972,
HOLZINGER & HOLZINGER 1994). Pode ser encontrada em matas abertas ou perturbadas
e em florestas densas ocorre em areas de clareiras ou com grande incidéncia solar
(BROWN-JR 1992). Juntamente com outras espécies do género Heliconius, apresenta,
na fase adulta, comportamentos mais complexos que outros ninfalideos (GILBERT
1975). Dentre esses, se destacam: acuidade visual diferenciada, dentro de um grande
espectro de cor (STRUWE 1972, BARP 2006); memorizagao acentuada, alta capacidade
quanto a orientagdo geografica e capacidade de inspecionar as plantas hospedeiras
quanto a disponibilidade de recursos e presenga de co-especificos (GILBERT 1982,
MUGRABI-OLIVEIRA & MOREIRA 1996a); formacao de agrupamentos noturnos (dormitérios
comunais), o que proporciona prote¢ao (TURNER 1971, DI MARE 1984, BROWN-JR. 1992);
alimentagdo a base de pdlen, além do néctar, o que confere maior longevidade e
produgao de odcitos ao longo de toda a vida das fémeas (GILBERT 1972, DUNLAP-PIANKA
et. al. 1977); dentre outros comportamentos (ver GILBERT 1975).

As espécies mais frequentemente utilizadas por esse heliconineo no Rio Grande

do Sul, sdo P. suberosa e P. misera (MENNA-BARRETO & ARAUJO 1985, PERICO 1995,
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RODRIGUES & MOREIRA 2002). Os adultos, além de alimentarem-se com néctar (fonte de
agucares), utilizam também o poélen de diversas espécies de angiospermas,
principalmente Lantana camara Linnaeus e Stachytarpheta cayennensis Richard
(GILBERT 1972, ROMANOWSKI et al. 1985, RAMOS & FREITAS 1999, CORREA et. al. 2001,
BARP 2006).

Diversos estudos relacionados a biologia, ecologia e comportamento das larvas
deste heliconineo tém sido desenvolvidos nas ultimas duas décadas, o que permitiram
fazer as seguintes inferéncias quanto a interacdo entre esta espécie e as
passifloraceas: 1) as fémeas ovipositam preferencialmente na regiao apical (MUGRABI-
OLIVEIRA & MOREIRA 19964, b), as larvas tendem a se alimentar de tecidos jovens nos
instares iniciais, evoluindo para a base do ramo de acordo com o desenvolvimento
larval (RODRIGUES & MOREIRA 1999); 2) ha preferéncia inata das larvas e dos adultos
por P. misera (KERPEL & MOREIRA 2005), a qual proporciona um maior tamanho das
pupas, dos adultos e maior fecundidade das fémeas para larvas criadas em P. misera
(MENNA-BARRETO & ARAUJO 1985, PERICO 1995, RODRIGUES & MOREIRA 2002, 2004); 3)
ha um maior desgaste das mandibulas de larvas que se desenvolvem em folhas velhas
de P. suberosa e P. misera, sendo este desgaste maior naquelas criadas em P.
suberosa, que se apresenta mais dura e espessa que a primeira (SILVEIRA 2002); 4) ha
maior consumo e digestibilidade para larvas que se alimentam em P. misera,
comparado aquelas em P. suberosa (KERPEL 2004).

Dentro deste contexto, entretanto, permanecem ainda inexploradas algumas
questbes relacionadas a descricdo e quantificacdo dos comportamentos de
alimentacao deste heliconineo frente as passifloras que conferem maior sucesso
adaptativo (subgénero Decaloba) em comparagdo aquelas que apresentam defesas
expressivas, sejam elas morfolégicas e/ou quimicas, bem como o tipo de dano causado

pelas larvas a estas hospedeiras. As caracteristicas fisicas das folhas das
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passifloraceas utilizadas por H. erato phyllis no estado do Rio Grande do Sul
necessitam ser investigadas, assim como os indices de dureza mandibular das larvas
deste lepiddptero. Ou seja, espera-se que existam variacbes de dureza e espessura
foliar nas espécies de passifloraceas ao longo do desenvolvimento do ramo, bem como
diferengas nos indices de dureza da regido incisora das mandibulas das larvas nelas
criadas. Da mesma forma, é esperado que o tempo empregado nos comportamentos
de alimentagao possa sofrer alteragao ao longo da ontogénese larval, em fung¢ao tanto
da espécie de passifloracea, como da idade da folha em que sao criadas. Ainda,
espera-se, em consequéncia, que tais modificacdes influenciem os comportamentos e
os danos causados por este heliconineo as suas hospedeiras.

Assim, o presente trabalho teve como objetivos gerais, em relagdo as principais
passifloraceas utilizadas pelas larvas de H. erato phyllis no Rio Grande do Sul, ao
longo da ontogénese: 1) avaliar os niveis de dureza foliar das diferentes hospedeiras;
2) descrever os tipos de danos foliares causados pelas larvas nessas hospedeiras; 3)
verificar comparativamente a dureza das mandibulas das larvas nelas criadas; 4)
quantificar o tempo relativo aos comportamentos das larvas em relagdo a espécie de

passifloracea e idade da folha.
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2. VARIACAO NA DUREZA E ESPESSURA FOLIAR DAS PLANTAS HOSPEDEIRAS
(PASSIFLORACEAE) E DANOS CAUSADOS PELA LARVA DE Heliconius erato

phyllis (FABRICIUS, 1775) (LEPIDOPTERA: NYMPHALIDAE)

2.1. INTRODUGAO

As plantas apresentam caracteristicas que influenciam a preferéncia, uso e
performance dos herbivoros. Estruturas morfolégicas, como os tricomas, bem como a
dureza e espessura de alguns tecidos vegetais, constituem-se em caracteristicas
fisicas limitantes ao ataque pelos mesmos (BERNAYS & CHAPMAN 1994). Sabe-se que a
disponibilidade de agua, nutrientes do solo, mudangas ambientais ou mesmo idade
foliar se relacionam a dureza das folhas (FEENY 1970, RAuPP 1985, MEDINA et al. 1990,
GAUER 2000, SILVEIRA 2002, BARP et al. 2006). Dessa forma, os insetos fitéfagos
enfrentam duas barreiras principais ao se alimentarem: no contato, a natureza da
superficie foliar, e apds, durante a ingestao, a dureza das folhas (BERNAYS 1991).

Folhas jovens geralmente sdo mais frageis e delgadas, quando comparada as
velhas. FEENY (1970), estudando a interagao entre o carvalho (Quercus robur Linnaeus)
e seus herbivoros, observou mudancas drasticas na dureza e espessura das folhas
maduras, provavelmente devido a deposicdo de celulose e outros componentes na
parede celular, além da redugdo no teor de agua das células. Segundo esse autor,
lagartas de Operophtera brumata Linnaeus, 1758 alimentadas com estas folhas
apresentaram taxa de crescimento inferior aquelas criadas apenas com folhas jovens.
CoLEY (1983) constatou a existéncia de alta correlagdo entre as taxas de herbivoria e a
dureza foliar, sendo a razdo de consumo mais acentuada em folhas jovens. Assim, a

presenca de folhas jovens na planta hospedeira pode influenciar, tanto na escolha,
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como na distribuicdo espacial e temporal de seus herbivoros (CoLEY 1980, COLEY &
BARONE 2001, LARSSON 2002).

Lagartas de Heliconius erato phyllis (Fabricius, 1775) (Lepidoptera,
Nymphalidae) alimentam-se exclusivamente de passifloraceas (BENSON et al. 1975). Os
primeiros instares iniciam o consumo pela regiao apical do ramo de suas hospedeiras,
sendo que esta preferéncia diminui ao longo da ontogénese (RODRIGUES & MOREIRA
1999). Para o Rio Grande do Sul (RS), as espécies frequentemente utilizadas por este
heliconineo sao Passiflora suberosa Linnaeus e Passiflora misera Humbold, Bonpland
& Hunth (MENNA-BARRETO & ARAUJO 1985, PERICO 1995, RODRIGUES & MOREIRA 2002),
sendo P. misera preferida tanto por larvas como por adultos, comparada a P. suberosa
(KERPEL 2004, KERPEL & MOREIRA 2005). Entretanto, outras espécies podem ser
também utilizadas, como por exemplo Passiflora edulis Sims e Passiflora caerulea
Linnaeus, com relativo sucesso. Porém, Passiflora alata Curtis & considerada letal para
estas lagartas no RS (PERICO & ARAUJO 1991), apesar de existirem registros de
oviposicdo nesta espécie (BIEZANKO 1949, BROWN & MIELKE 1972, PERICO & ARAUJO
1991, DELL'ERBA et al. 2005). SILVEIRA (2002), ao comparar P. suberosa e P. misera,
quanto a dureza e espessura foliar, obteve maiores indices para P. suberosa e para as
folhas maduras de ambas as espécies. Ao avaliar o desgaste das mandibulas das
larvas, a autora constatou maior desgaste na regiao incisora para larvas criadas em
folnas duras. KERPEL (2004) observou que plantas de P. suberosa e P. misera
cultivadas com adi¢cdo de nitrogénio apresentaram folhas mais tenras, com maior
quantidade de agua, macro e micronutrientes. Essa autora também demonstrou que
larvas criadas em P. misera tém maior taxa de crescimento, devido ao maior consumo
e maior digestibilidade, em relagéo a P. suberosa.

Altas taxas de mortalidade dos insetos herbivoros podem também estar

relacionadas a dificuldades na exploragcao de alimentos, em virtude de limitagdes
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estruturais inerentes ao aparelho bucal dos mesmos. Por exemplo, as ninfas de
primeiro instar de Parabemisia myricae (Kuwana, 1927) (Hemiptera, Aleyrodidae) nao
conseguem perfurar as folhas velhas de limoeiros, Citrus limon (Linnaeus), em virtude
do tamanho do estilete deste instar ndo ser longo o suficiente para atingir o floema
(WALKER 1985). Alta mortalidade é observada nos primeiros instares do coledptero
Paropsis atomaria Olivier, 1807 (Chrysomelidae) quando as folhas jovens de sua
hospedeira, Eucalyptus blakelyi Maiden, n&o estdo disponiveis (LARSSON 2002).
RODRIGUES & MOREIRA (1999) observaram que lagartas recém-eclodidas de H. erato
phyllis, quando alimentadas com folhas velhas de P. suberosa ndo conseguem corta-
las, sendo que as poucas sobreviventes utilizam-se da raspagem dos tecidos mais
velhos.

Assim, é sabido que ha potencialmente grande variagdo na dureza e espessura
entre folhas jovens e velhas e entre as espécies de passifloraceas utilizadas no Rio
Grande do Sul por H. erato phyllis, e que estes fatores fisicos podem influenciar na
interagcdo entre essas e os heliconineos. No presente estudo, objetiva-se caracterizar
tais hospedeiras quanto a dureza e espessura da lamina foliar e da nervura central, ao
longo do desenvolvimento do ramo, bem como os danos correspondentes causados
pelas lagartas de H. erato phyllis, durante a ontogénese larval, em relacédo a idade da

folha.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Caracterizacao das passifloraceas
Foram usadas plantas de P. misera, P. suberosa, P. caerulea, P. edulis e P.
alata, com objetivo de caracteriza-las quanto a dureza foliar, bem como a espessura,

tanto do limbo quanto da nervura central.
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Os ramos utilizados foram obtidos de plantas cultivadas, a partir de mudas
coletadas nos seguintes locais: P. misera e P. suberosa — Horto Florestal Barba Negra
(Barra do Ribeiro — RS, 30°23’S e 51°12'W); P. caerulea — Floresta Nacional (Flona) de
Sao Francisco de Paula — RS (29°24°S e 50°22'W); P. edulis e P. alata — Departamento
de Fitossanidade da Faculdade de Agronomia (UFRGS — 30°04'S e 51°8'W — Porto
Alegre, RS). As mudas de P. misera e P. suberosa foram cultivadas em vasos de
plastico preto de 50 cm de altura, contendo o mesmo tipo de solo, e mantidas sob um
telado (7m x 3,50m x 2,30m) existente no Departamento de Ecologia da UFRGS; ja as
mudas de P. caerulea, P. edulis e P. alata foram cultivadas em canteiros existentes no
departamento de Zoologia da UFRGS. Todas as plantas foram regadas a cada dois
dias e vistoriadas diariamente, eliminando-se, na ocasido, herbivoros eventuais
ocorrentes.

A dureza foliar foi determinada indiretamente, através da for¢ca necessaria para
perfurar 1 mm? de area foliar. Para tanto, foi utilizado um perfurdmetro (FEENY 1970,
adaptado por GAUER 2000). As folhas (n=10 folhas x 15 ramos/passifloracea) foram
posicionadas com a face adaxial para cima e as medidas foram padronizadas, sendo
tomadas na regiao mediana da nervura central.

Para avaliar a espessura, tanto do limbo como da nervura central, foi feito um
corte transversal a mao livre, com lamina de metal afiada, nas proximidades do local
perfurado. Os fragmentos foram montados em Iamina escavada/laminula com gotas de
agua destilada, com o objetivo de evitar desidratagdo, e as medidas entdo obtidas sob
microscopio Zeiss® Axiolab (aumento de 5 e 10 vezes), equipado com escala
micrométrica. Foi realizada uma unica medida por folha para cada parametro analisado
e se utilizou como critério relativo de idade a ordem decrescente de inserg¢ao das folhas

no ramo a partir da regiao apical.
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2.2.2. Caracterizacao do dano

Larvas de H. erato phyllis (n=10/passifloraceal/tipo de ramo) foram criadas
individualmente em ramos adicionais de P. misera, P. suberosa, P. caerulea e P.
edulis, das plantas descritas anteriormente. Os ramos foram de dois tipos: a) contendo
apenas folhas jovens, da primeira apical até a quinta folha, e, b) com apenas folhas
velhas, da sexta a décima folha (RODRIGUES & MOREIRA 1999). Os ramos foram
acondicionados em garrafas plasticas com apoio de bambu, cobertos com tela de
malha fina (FERRO 1998) e mantidos em camara climatizada (25 = 1°C;
14horas/luz/dia), existente no laboratorio de Morfologia e Comportamento de Insetos da
UFRGS. As larvas foram vistoriadas diariamente, registrando-se o tipo de dano
existente para verificagdo de sua frequéncia ao longo da ontogénese larval, entre as
espécies de passifloraceas e entre os tipos de folhas (jovens ou velhas). O dano foi
fotografado e, apds, a area foliar correspondente foi destacada e fixada em solugao de
Karnovsky (KARNOVSKY 1965).

Os procedimentos histologicos foram realizados no Laboratério de Anatomia
Vegetal, Departamento de Botanica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
Belo Horizonte, Minas Gerais. As amostras foram desidratadas em série etilica
(JOHANSEN 1940), infiltradas em glicol-metacrilalato (Leica® Historesin) e seccionadas
transversalmente em micrétomo rotatério (Leica Jung Biocut®) com espessura de 6um.
As laminas foram coradas com Azul de Toluidina 0,5%, pH 6,8 (O'BRIEN et al. 1964),

montadas em agua e fotografadas.

2.2.3. Analise estatistica
Para avaliar a variacdo na dureza e espessura das folhas em relagdo a idade
foliar, os dados foram submetidos a analise de regressdo. Para comparar as equagoes

quanto a inclinagao e intersecg¢ao (dentro de cada parametro), realizou-se uma analise
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de covariancia a um critério de classificagdo (ANCOVA) (SokAL & ROHLF 1995), com
base nos dados linearizados (In N), seguida por correcdo de Bonferroni. Foram
realizadas ANOVA com medidas repetidas para comparar os parametros entre as
espécies de passifloraceas, removendo o efeito da idade foliar, seguida de testes
multiplos de Tukey (a = 0,05). As analises foram feitas utilizando o programa GraphPad

Prism® (MOTULSKY & CHRISTOPOULOS 2003) e SPSS® (ARGYROUS 2005).

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Caracterizacao fenotipica das passifloraceas

Foi observado um aumento progressivo dos parametros fisicos analisados, ao
longo da ontogénese foliar, para todas as passifloraceas (Figs. 2.1, 2.2 e 2.3). A
relagdo entre as espécies, dos valores mais baixos aos mais altos, tanto da dureza
como das espessuras do limbo foliar e da nervura central, apresentou a seguinte
tendéncia: P. misera < P. caerulea < P. suberosa < P. edulis < P. alata.

Ao compararmos o coeficiente de inclinacdo das regressdes lineares (Tabela
2.1) observa-se que houve diferenca estatistica entre todas as comparagbes com P.
edulis referente ao parametro dureza foliar, sendo a taxa de crescimento deste mais
pronunciado para esta passifloracea em relagdo as demais. Mesmo padrao ocorre com
os parametros espessura do limbo e da nervura central. Porém, as taxas de
crescimento da espessura do limbo entre P. suberosa e P. edulis ndo diferiram
estatisticamente. Comparando o coeficiente de intersecgéo (Tabela 2.1), o que indica
as folhas mais jovens, verifica-se que praticamente todas as passifloraceas diferem na
dureza, espessura do limbo e da nervura central; entretanto, P. suberosa e P. edulis

nao diferiram na espessura do limbo nesta idade foliar.



28

Figura 2.1. Variacdo na dureza ( X +erro padrdo; n=15 ramos) em relacdo a idade das
folhas em ramos de passifloraceas do RS. A, P. misera; B, P. suberosa; C, P. caerulea;
D, P. edulis; E, P. alata.
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Figura 2.2. Variagdo na espessura foliar ( X +erro padrdo; n=15 ramos) em relagéo a
idade das folhas em ramos de passifloraceas do RS. A, P. misera; B, P. suberosa; C,
P. caerulea; D, P. edulis; E, P. alata.
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Figura 2.3. Variagdo na espessura da nervura central ( X terro padrdo; n=15 ramos)
em relacido a idade das folhas em ramos de passifloraceas do RS. A, P. misera; B, P.
suberosa; C, P. caerulea; D, P. edulis; E, P. alata.
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Tabela 2.1. Analise de covariancia comparando as inclinagdes e interseccbes das
regressoes lineares dos parametros fisicos nas cinco espécies de passifloraceas.

Parametros Comparaco Inclinagdes Intersecgdes
F P F p
Dureza P. misera x P. suberosa 0,1543 0,6947 644,073 <0,0001*
foliar P. misera x P. caerulea 3,6517 0,0569 282,245 <0,0001*
P. misera x P. edulis 15,4523 0,0001* # o
P. misera x P. alata 4,7038 0,0309 # #
P. suberosa x P. caerulea  8,5138 0,0038* # #
P. suberosa x P. edulis 17,3191 <0,0001* # #
P. suberosa x P. alata 43922 0,0369 # #
P. caerulea x P. edulis 47,3848 <0,0001* # #
P. caerulea x P. alata 19,9278 <0,0001* # #
P. edulis x P. alata 25536  0,1111 13,9938 0,0002*
Espessura P. misera x P. suberosa 58519 0,0161 # #
do limbo P. misera x P. caerulea 0,1511 0,6978 171,956 <0,0001*
P. misera x P. edulis 13,7324 0,0002* # #
P. misera x P. alata 0,5145 0,4738 1280,15 <0,0001*
P. suberosa x P. caerulea 7,6113  0,0062 # #
P. suberosa x P. edulis 3,0944 0,0796 54278 0,0205
P. suberosa x P. alata 14,1427 0,0002* # #
P. caerulea x P. edulis 18,6816 <0,0001* # e
P. caerulea x P. alata 1,9747 0,1610 951,179 <0,0001*
P. edulis x P. alata 26,1397 <0,0001* # #

Espessura P. misera x P. suberosa 0,2167 0,6419 1048,05 <0,0001*
da nervura P. misera x P. caerulea 3,5190 0,0616 25,5069 <0,0001*

P. misera x P. edulis 18,7819 <0,0001* # #

P. misera x P. alata 2,7944  0,0956 3381.94 <0,0001*

P. suberosa x P. caerulea  1,2963 0,2558 1755,67 <0,0001*
P. suberosa x P. edulis 13,4488 0,0003* # #
P. suberosa x P. alata 3,9103 0,0489 # #
P. caerulea x P. edulis 11,3859 0,0008* # #
P. caerulea x P. alata 11,4383 0,0008* # #
P. edulis x P. alata 28,1188 <0,0001* # #

* Numeros seguidos por asteriscos indicam diferenca significativa (corregdo de Bonferroni, p<0,005)

# Em virtude das inclinagdes serem muito diferentes, néo foi possivel testar se as intersecgdes diferem
significativamente
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Quando o efeito da idade da folha foi removido por meio da analise de variancia
com medidas repetidas (Tabela 2.2), P. edulis e P. alata apresentaram maior dureza
foliar, seguidos por P. suberosa, P. caerulea e P. misera (Fig. 2.4). Com relagcédo a
espessura do limbo, P. misera e P. caerulea apresentaram menor espessura. Por outro
lado, as folhas de P. alata foram mais espessas, e aquelas de P. suberosa e P. edulis
iguais quanto a este parametro (Fig. 2.5). P. alata e P. edulis apresentaram também,
maiores espessuras em relacdo a nervura central, seguidas por P. suberosa, enquanto

que P. misera e P. caerulea, os menores valores para este parametro (Fig. 2.6).

2.3.2. Caracterizacido dos danos

As larvas de H. erato phyllis foram observadas causando danos a todas as
estruturas vegetativas (regido apical, folhas e caule) das passifloraceas analisadas. O
principal dano correspondeu a diminui¢ao da area foliar pelo consumo das mesmas, ou
seja, o corte de todas as estruturas (ex. folhas, peciolos, gavinhas e caule), comeg¢ando
pelas regides distais e progredindo para as regides proximais (Fig. 2.7A). Os primeiros
instares, quando em contato com folhas mais duras e espessas, removem a epiderme
abaxial e o mesofilo foliar (parénquima paligadico e clorofiliano), deixando a epiderme
adaxial intacta (Figs. 2.7B, 2.8B). O corte da nervura principal é geralmente feito pela
larva antes da alimentacdo propriamente dita. Nesse caso, ela corta parte desta
estrutura, na face abaxial do limbo foliar, removendo a epiderme e danificando,
totalmente ou parcialmente, o tecido vascular (xilema e floema); sem, no entanto,
atingir a face adaxial, preservando a sustentagao das estruturas distais ao dano, seja
na lamina foliar (Figs. 2.7C, 2.8D), quanto, por exemplo, numa gavinha (Figs. 2.7D,
2.8F). Embora ocorram ao longo da ontogénese, tais eventos especificamente, foram
mais facilmente detectados e caracterizados nos instares iniciais, onde a taxa de

consumo foi menor.
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Tabela 2.2. Analise de variancia (ANOVA um fator) com medidas repetidas (fator idade
foliar) do efeito da dureza, espessura do limbo e espessura da nervura central dos
ramos de P. misera, P. suberosa, P. caerulea, P. edulis e P. alata. Asteriscos indicam
diferenca estatistica significativa (a=0,05).

Graus de Soma dos
Parametro Fonte de variagao F P
liberdade quadrados
Dureza  entre-passifloraceas 4 31,973 102,001 <0,0001*
foliar dentre-passifloraceas 36 0,220
idade foliar 9 9,335 169,943 <0,0001*
erro 70 0,313
Espessura entre-passifloraceas 4 16,681 94,888 <0,0001*
dolimbo dentre-passifloraceas 36 0,042
idade foliar 9 1,951 165,084 <0,0001*
erro 70 0,176
Espessura entre-passifloraceas 4 47,662 426,358 <0,0001*
da dentre-passifloraceas 36 0,044
nervura idade foliar 9 0,680 66,512 <0,0001*
erro 70 0,112
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Figura 2.4. Dureza das folhas ( X +erro padrdo; n=150) nas diferentes espécies de
passifloraceas. Colunas seguidas de letras distintas diferem significativamente
(ANOVA, medidas repetidas, seguida de testes multiplos de Tukey; p<0,05).
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Figura 2.7. Danos causados por larvas de primeiro e quinto instares de H. erato phyllis
em P. suberosa. A, face adaxial do limbo, com cortes na borda foliar; B, face abaxial
evidenciando a raspagem do limbo; C, face abaxial com corte da nervura central; D,
corte parcial da gavinha. Barras =1 cm, 0,5 mm, 0,5 mm e 1mm, respectivamente.
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Figura 2.8. Cortes histologicos transversais de P. suberosa, de folhas intactas
(esquerda) e danificadas por H. erato phyllis (direita). A, limbo foliar; B, raspagem do
limbo; C, nervura central; D, corte parcial da nervura central; E, gavinha, F, corte parcial
da gavinha. Barras = 150, 150, 250, 250, 200 e 200 ym, respectivamente.
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Ao comparar a ocorréncia dos danos causados pelas larvas as estruturas da
planta, quando criadas em P. misera, P. suberosa, P. caerulea e P. edulis, observou-se
que o dano mais frequente foi o corte total das estruturas destas passifloraceas (Figs.
2.9 a 2.12). A freqliéncia de observacdo deste tipo de dano tendeu a avancar
progressivamente para folhas mais velhas, ao longo da ontogénese larval,
independente da planta hospedeira. O corte da nervura foi observado em todas as
espécies de passifloraceas e idades foliares. Entretanto, a raspagem do limbo foi
observada, com maior frequéncia, quando larvas de primeiro instar se alimentavam em
folhas velhas (Figs. 2.9A, 2.10A e B, 2.11A, 2.12A).

Os danos causados pelos primeiros instares, quando alimentados com folhas
velhas, foram registrados nas folhas seis e sete de P. suberosa e P. edulis (Figs. 2.10 e
2.12); porém, em P. misera (Fig. 2.9) e P. caerulea (Fig. 2.11), foram observados danos
em todas as folhas velhas. Danos causados ao caule foram freqluentemente
observados nos instares finais quando criados em ramos com folhas jovens e velhas

de P. misera (Fig. 2.10) e em ramos com folhas jovens de P. caerulea (Fig. 2.11).

2.4. DISCUSSAO

De maneira geral, as folhas jovens apresentaram similaridade entre as diferentes
passifloraceas utilizadas pelas larvas de H. erato phyllis no RS, quanto aos parametros
dureza e espessura foliar. Os dados evidenciaram, porém, a existéncia de aumento
progressivo e diferenciado destes parametros, em relagdo ao aumento na idade da
folha. Em consequéncia, houve um efeito significativo, intrinseco a cada passifloracea
em relagdo a esses parametros, quando a variavel idade da folha foi removida das

anadlises. Em consonéncia, a variagcdo desses parametros, ao longo do



43

Figura 2.9. Variagao quantitativa dos danos causados por larvas de primeiro ao quinto
instar de H. erato phyllis (de A a E, respectivamente) em P. misera. Ramos com folhas
jovens situam-se na coluna da direita e, com folhas velhas, na esquerda. RA, regiao
apical; F1 a F10, primeira a décima folha, respectivamente; CA, caule. Numeros
associados as legendas representam o total de observagdes por instar/idade foliar para
o corte (barras vazias), corte da nervura/feixe vascular (barras cheias, pretas) e
raspagem do limbo (barras cheias, cinzas).
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Figura 2.10. Variagao quantitativa dos danos causados por larvas de primeiro ao quinto
instar de H. erato phyllis (de A a E, respectivamente) em P. suberosa. Ramos com
folhas jovens situam-se na coluna da direita e, com folhas velhas, na esquerda. RA,
regiao apical; F1 a F10, primeira a décima folha, respectivamente; CA, caule. Numeros
associados as legendas representam o total de observagdes por instar/idade foliar para
o corte (barras vazias), corte da nervura/feixe vascular (barras cheias, pretas) e
raspagem do limbo (barras cheias, cinzas).
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Figura 2.11. Variagao quantitativa dos danos causados por larvas de primeiro ao quinto
instar de H. erato phyllis (de A a E, respectivamente) em P. caerulea. Ramos com
folhas jovens situam-se na coluna da direita e, com folhas velhas, na esquerda. RA,
regiao apical; F1 a F10, primeira a décima folha, respectivamente; CA, caule. Numeros
associados as legendas representam o total de observagdes por instar/idade foliar para
o corte (barras vazias), corte da nervura/feixe vascular (barras cheias, pretas) e
raspagem do limbo (barras cheias, cinzas).
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Figura 2.12. Variagao quantitativa dos danos causados por larvas de primeiro ao quinto
instar de H. erato phyllis (de A a E, respectivamente) em P. edulis. Ramos com folhas
jovens situam-se na coluna da direita e, com folhas velhas, na esquerda. RA, regiao
apical; F1 a F10, primeira a décima folha, respectivamente; CA, caule. Numeros
associados as legendas representam o total de observagdes por instar/idade foliar para
o corte (barras vazias), corte da nervura/feixe vascular (barras cheias, pretas) e
raspagem do limbo (barras cheias, cinzas).
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desenvolvimento foliar nos ramos influenciou no tipo e na freqiéncia dos danos
causados pelas larvas a essas hospedeiras.

O aumento na dureza e na espessura foliar em relacdo a idade da folha é ha
tempo reconhecido. Em parte, os resultados aqui obtidos corroboram aqueles de
SILVEIRA (2002), referentes a P. misera e P. suberosa. FEENY (1970) constatou que
folhas jovens de carvalho (Q. robur) sdo mais finas e frageis tornando-se mais
espessas e resistentes com o aumento da idade. O mesmo pode ser observado para
folhnas de salgueiros (Salix babylonica Linnaeus e Salix alba Linnaeus) por RAUPP
(1985). As espécies de passifloraceas tendem a seguir esse mesmo padrao (GAUER
2000, SILVEIRA 2002, BARP et al. 2006). O incremento na dureza das folhas pode
ocorrer devido a deposi¢cao de celulose, hemiceluloce, pectinas ou outros materiais
depositados na parede celular (FEENY 1970, DickisoN 2000, Lucas et al. 2000). Pode
se relacionar, também, com o decréscimo no teor de agua dentro das folhas velhas
(FEENY 1970), bem como a mudangas ambientais, como disponibilidade de agua, grau
de insolagéo e nutrientes do solo (MEDINA et al. 1990, GAUER 2000, KERPEL 2004, BARP
et al. 2006). Por fim, tanto a dureza, como a espessura das folhas, se associam com as
camadas dos parénquimas palicadico e esponjoso (Esau 1965, LARCHER 1995,
DickisoN 2000). Em estudo adicional, conduzido em parceria com o Laboratério de
Anatomia Vegetal da UFRGS (DELLAGLIO et al., dados inéditos), foi constatado, para
essas passifloraceas, que o parénquima palicadico do mesofilo € uniestratificado, e que
0 esponjoso se apresenta em diversas camadas. P. suberosa possui a maior altura do
parénquima palicadico quando comparado a P. misera, P. caerulea, P. alata e P.
edulis, respectivamente, enquanto que as maiores alturas para o parénquima
esponjoso foram encontradas em P. alata e P. edulis, seguido de P. suberosa, P.

caerulea e P. misera.
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Aspectos fisicos, tais como a dureza e a espessura foliar, podem impedir ou
reduzir a alimentagao dos insetos herbivoros. FEENY (1970) concluiu que a dureza foliar
€ o fator proximal que limita larvas da mariposa O. brumata de se alimentarem de
folhas velhas de carvalho. COLEY (1983), estudando as respostas dos herbivoros as
dietas com folhas jovens e maduras de arvores tropicais, definiu que a razao de
consumo se correlaciona com a dureza foliar, sendo que a herbivoria se reduz em
folnas maduras. Larvas do pierideo Ascia monuste orseis (Godart, 1819) apresentam
menor desempenho quando alimentadas com folhas velhas de couve (Brassica
oleracea Linnaeus) (BITTENCOURT-RODRIGUES & ZucoLoTo 2009). Por fim, o desgaste
das mandibulas pode se relacionar com a dureza das folhas. Por exemplo, nas larvas
do coledptero Plagiodera versicolora (Laicharting, 1781), o desgaste da regido incisora
€ maior quando alimentadas em folhas maduras de S. babylonica e S. alba (RAuPP
1985). O mesmo pode ser observado para as larvas de H. erato phyllis, onde ha
influéncia da idade foliar, tanto na performance, como no desgaste mandibular
(RODRIGUES & MOREIRA 1999, SILVEIRA 2002).

Os mecanismos envolvidos no tipo de dano causado por H. erato phyllis as suas
hospedeiras podem estar relacionados a caracteristicas fisicas e quimicas destas, a
limitagdes morfologicas das larvas e ao comportamento alimentar. RODRIGUES &
MOREIRA (1999) constataram que as poucas larvas sobreviventes de instares iniciais
deste heliconineo, quando transferidas para folhas velhas de P. suberosa, valeram-se
da raspagem do limbo foliar em sua alimentagdo, decorrente, provavelmente da
fragilidade das mandibulas de primeiro instar, conforme é explorado no Capitulo 3. O
mesmo tipo de dano foi observado para as larvas de primeiro e segundo instares de
Heliconius melpomene (Linnaeus, 1758), quando criadas em folhas velhas (ALEXANDER

1961), e de Eueides isabella (Stoll, 1781) Eueides aliphera (Godart, 1819), e Dione juno
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juno (Cramer, 1779), tanto em folhas velhas quanto jovens de suas hospedeiras
(ALEXANDER 1961, BIANCHI 2005).

ALEXANDER (1961) estudou o comportamento alimentar de 11 espécies de
heliconineos de Trinidad, e sugeriu que o corte da nervura pode ocorrer em virtude de:
(1) ser um mecanismo de controle do fluxo de agua para as extremidades do limbo
foliar, ou (2) ser um mecanismo comportamental para marcar o territério. Para esta
autora, a segunda hipétese seria mais plausivel, pois, segundo suas observagoes, o
corte da nervura ndo danificaria o feixe vascular. Entretanto, ndo se valeu de técnicas
de histologia vegetal para dar suporte a sua afirmag¢ao. Ha registros na literatura sobre
varios organismos que se utilizam do corte da nervura para reduzir o turgor hidrico da
regiao distal ao corte, para diminuir a ingestdo de compostos do metabolismo
secundario, para neutralizar a agao de barreiras fisicas (como o latex e resinas), bem
como para a construgdo de abrigos (DUSSOURD & EISNER 1987, DUSSOURD & DENNO
1991, DUSSOURD 1993, 1997, 1999, CLARKE & ZALUCKI 2000, IDE 2004). No caso de H.
erato phyllis, que ao contrario de outras espécies de heliconineos, como por exemplo
Dryas iulia (Fabricius, 1775) (MEGA 2004), ndo constréi refugios foliares, supbe-se que
tal comportamento estereotipado, que ocorre em todos os instares, esteja associado a
um mecanismo de defesa a compostos quimicos exudados durante a alimentacgao, os
quais restam ser identificados.

Os primeiros instares larvais, em geral, apresentam pouca mobilidade, sendo,
portanto, a primeira alimentacdo dos heliconineos influenciada pela escolha de
oviposigcao das fémeas (ALEXANDER 1961, BROWN 1981). Os adultos de H. erato phyllis
ovipositam preferencialmente nas regides mais jovens da planta, que nao apresentam
indicios visuais de coespecificos, em ramos intactos e com maior disponibilidade de
folhas (MUGRABI-OLIVEIRA & MOREIRA 1996a, b). RODRIGUES & MOREIRA (1999)

verificaram que a preferéncia alimentar desta espécie se relaciona a idade da folha,
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onde os primeiros instares se alimentam exclusivamente da regido apical do ramo e
esta preferéncia diminui nos instares subsequentes. Por esse motivo, os danos das
larvas iniciais ocorreram, com maior freqiéncia, na regido apical e progredirem para
regides mais velhas, ao longo da ontogénese. Quando transferidas para folhas de
idade maior o padrao de dano se altera, ndo ha corte da folha, mas sim uma simples
raspagem. Dessa forma, verifica-se que fatores limitantes, como a dureza e a
espessura das folhas das hospedeiras de H. erato phyllis, aliados a limitagdes
morfologicas deste organismo (Capitulo 3), podem modular o tipo de dano e a sua
frequéncia. Essas caracteristicas servem de base para o entendimento da interacdo
existente entre este heliconineo e as espécies de passifloraceas que lhe conferem

melhor performance.
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3. DUREZA DAS MANDIBULAS DAS LAGARTAS DE Heliconius erato phyllis
(FABRICIUS, 1775) (LEPIDOPTERA: NYMPHALIDAE) CRIADAS EM DUAS

HOSPEDEIRAS (PASSIFLORACEAE)

3.1. INTRODUCAO

A cuticula dos insetos nao apresenta uniformidade quanto a espessura e
composi¢cao quimica, o que proporciona a existéncia de regides mais esclerotinizadas
que outras, gerando assim diferencas estruturais entre as partes do corpo desses
organismos (HILLERTON et al. 1982, VINCENT & WEGST 2004). Deste modo, areas como o
pterotérax e as mandibulas de alguns insetos graminivoros apresentam maior dureza,
quando comparado a outras estruturas, provavelmente com finalidade de incrementar o
exoesqueleto, potencializando o voo (pois o tergo do pterotérax participa do movimento
das asas, em resposta a contragcdo dos musculos indiretos do v6o) e o corte do
alimento, respectivamente (HILLERTON et al. 1982, BRODSKY 1994).

HILLERTON & VINCENT (1982) e FONTAINE et al. (1991) determinaram a
composi¢cao quimica das mandibulas de diversas espécies, petencentes a sete ordens
de Insecta (Orthoptera, Phasmida, Lepidoptera, Hymenoptera, Coleoptera, Dictyoptera
e Dermaptera). A presenga de metal (zinco, manganés ou ferro) foi detectada, em
maior concentragdo, na regido incisora, enquanto que silicio, fésforo, enxofre, cloro,
potassio e calcio foram elementos presentes em toda a mandibula. Zinco foi
encontrado exclusivamente em ortopteros, fasmideos, lepidépteros e himendpteros. Na
ordem Coleoptera, 0 manganés esteve presente exclusivamente em 38 espécies;
destas, quatro eram coledpteros herbivoros. Ja para dictiopteros, dermapteros e uma
espécie de coledptero, o ferro foi o metal encontrado. CRiBB et al. (2008) analisaram os
elementos quimicos presentes em mandibulas de seis espécies de Isoptera e

constataram que as mandibulas das espécies que apresentaram zinco em sua
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constituicdo, tiveram dureza 20% maior e mais elasticidade quando comparadas
aquelas que nao apresentaram esse metal.

O desgaste das mandibulas esta intimamente ligado a dureza destas (HILLERTON
& VINCENT 1982, CHAPMAN 1995). O tipo de alimento ingerido, seja ele de origem
vegetal ou animal, pode ser a causa do desgaste correspondente (RAuPP 1985,
DockTER 1993, SILVEIRA 2002). Espécies de ortopteros que se alimentam de
gramineas, mais rigidas e abrasivas em relagdo aos arbustos, devido a presenca de
silica, apresentam maior desgaste nas mandibulas (CHAPMAN 1964). RAuPP (1985)
constatou que no coledptero folifago Plagiodera versicolora (Laicharting, 1781) ocorre
maior grau de desgaste das mandibulas quando criados em folhas maduras de Salix
babylonica Linnaeus e Salix alba Linnaeus, em comparagao aos que se alimentam
apenas de folhas jovens.

Ao estudar o efeito no desgaste das mandibulas de Heliconius erato phyllis
(Fabricius, 1775) (Lepidoptera, Nymphalidae) em relagao a variagdo da dureza da folha
em Passiflora misera Humbold, Bonplant & Kunth e Passiflora suberosa Linnaeus e as
consequéncias desta variagdo sobre a herbivoria, SILVEIRA (2002) verificou que
individuos criados em folhas maduras de P. suberosa apresentaram grau de desgaste
maior que individuos criados em folhas jovens desta passifloracea, quando
comparados aqueles criados em folhas tanto maduras quanto jovens de P. misera. Isto
se deve ao fato de que as folhas de P. suberosa sdo mais rigidas e espessas que as
de P. misera.

RODRIGUES & MOREIRA (1999) observaram que o consumo das larvas de primeiro
instar de H. erato phyllis inicia na regido apical do ramo (folhas jovens e macias) de P.
suberosa. Com o avango do desenvolvimento, tendem a se alimentar de tecidos
maduros. Lagartas recém-emergidas ndo conseguem utilizar folhas maduras, o que

gera supostamente alta mortalidade por ndo conseguirem cortar o alimento, sendo que
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as poucas larvas sobreviventes utilizam-se da raspagem dos tecidos mais velhos.
Dessa forma, tanto barreiras fisicas das plantas hospedeiras como caracteristicas
estruturais dos insetos herbivoros podem constituir fatores limitantes na interagao
correspondente (BERNAYS 1991, BERNAYS & CHAPMAN 1994).

SILVEIRA (2002), ao fazer a primeira analise da composi¢ao quimica da cuticula
da mandibula de larvas de H. erato phyllis, demonstrou que a espécie de planta
hospedeira, idade da folha e instar larval ndo afetam no percentual de zinco presente
na extremidade do terceiro dente, entretanto ndo mapeou a localizacdo especifica por
concentragado deste metal na regido incisora e nao investigou o indice de dureza desta
estrutura. Assim, no presente estudo, avalia-se a dureza das mandibulas das larvas
deste heliconineo, verificando se existe influéncia da planta hospedeira sobre este

indice, ao longo da ontogénese larval.

3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1. Obtencao e criagao das larvas

Fémeas adultas de H. erato phyllis foram capturadas nos arredores do Campus
do Vale, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Morro Santana,
Porto Alegre, RS (30°02'S e 51°09'W) e no Horto Florestal Barba Negra, Aracruz S.A.,
Barra do Ribeiro, RS (3023’S e 51°12’'W) e mantidas em condicdes de insetario. Este
se encontra localizado no Departamento de Ecologia (UFRGS) e é formado por
compartimentos trapezoidais, revestidos com tela de sombrite 50% de cor preta (2,0 x
2,0 m na base e 2,7 x 1,7 m de alturas maxima e minima, respectivamente, para cada
compartimento) (KERPEL & MOREIRA 2005).

Para a oviposi¢ao, foram disponibilizados ramos de P. misera com regiao apical
intacta, acondicionados em garrafas plasticas providas de hastes de bambu como

apoio (MUGRABI-OLIVEIRA & MOREIRA 1996). Para alimentacgao, foi oferecida uma dieta
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padrdo constituida de uma solugdo de mel, pélen e agua destilada (2:1:7) (FERRO
1998).

Os ramos foram vistoriados diariamente com vistas a obtengdo de ovos, que
foram transferidos para o Laboratério de Morfologia e Comportamento de Insetos
(Departamento de Zoologia, UFRGS) e mantidos em placas de Petri com papel filtro
umedecido, em camara climatizada (25 + 1°C; 14horas/luz/dia, conforme MUGRABI-
OLIVEIRA & MOREIRA 1996). Apds a eclosdo, as larvas foram transferidas
individualmente para ramos intactos adicionais de P. misera ou P. suberosa, os quais
foram também acondicionados em garrafas plasticas com apoio de bambu, cobertos
com tela de malha fina e mantidos na camara climatizada. As observagdes foram
efetuadas diariamente para a averiguagéo da ocorréncia de ecdises, até a obtengao do
numero de larvas do instar desejado (n = 10 /instar/hospedeira). O material foi fixado e

preservado em fluido de Dietrich.

3.2.2. Determinacao da dureza das mandibulas

As larvas de H. erato phyllis apresentam mandibulas tipicas aos insetos
mastigadores, se fixando na capsula cefalica por duas articulagdes (condilos anterior e
posterior) que limitam o movimento destas em um unico plano (SNODGRASS 1950).
Conforme SILVEIRA (2002), nos instares iniciais, em sua morfologia externa, as
mandibulas apresentam regido incisora bem desenvolvida, com dentes evidentes e
pontiagudos e regido posterior conspicua. Este padrdo se altera durante o
desenvolvimento; nos instares posteriores, a regido incisora apresenta dentes menos
salientes (Fig. 3.1).

As mandibulas direitas das larvas fixadas foram dissecadas e coladas com
adesivo instantaneo universal a base de Cianocrilato (Super Bonder®) em placas de

Petri cobertas com filme de PVC transparente, de maneira que a face externa
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Figura 3.1. Face interna da mandibula direita de H. erato phyllis em microscopia
eletrbnica de varredura. A, primeiro; e B, quinto instar. Barras correspondem 50 e
200um, respectivamente. Fonte: SILVEIRA (2002).
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da regiao incisora ficasse em contato com a placa. Com auxilio de moldes cilindricos
de cobre (1,5 cm de didmetro x 1,5 cm de altura), as mandibulas foram embutidas a
frio, utilizando-se resina acrilica incolor (Arotec®) para metalografia (Fig. 3.2A,B).

Apos processo de cura, as amostras foram desmoldadas e preparadas de
acordo com protocolo padrdao para amostras metalograficas (GEELS et al. 2007), que
consistiu em: (a) lixamento utilizando lixas d’agua numeros 1000 (18um), 2400 (8 um) e
4000 (5 um) de granulometria, feito sob refrigeracdo com agua destilada, até atingir a
superficie dos dentes (Fig. 3.2C); (b) polimento em politriz de bancada, utilizando pano
especial e pasta de diamante 3 um, sob refrigeragdo com alcool etilico 96".

O procedimento adotado para deixar a superficie a ser analisada o mais plano
possivel € um pré-requisito fundamental para a avaliacdo da microdureza, o que
assegura uma clara definicdo da impressao e, consequentemente, maior precisao para
obtencdo das medidas (CALLISTER 1991, REVANKAR 2000, GEELS et al. 2007). Na
preparagao das amostras, seguiu-se o protocolo metalografico, que foi realizado junto
ao Laboratorio de Processos Eletroquimicos e Corroséo (Eletrocorr), Departamento de
Metalurgia, da Escola de Engenharia (UFRGS).

A dureza é uma propriedade mecanica que pode ser definida como uma medida
da resisténcia plastica de um material a deformagdo ou dano (FINK-JENSEN 1965,
CALLISTER 1991, GEELS et al. 2007). A escala desenvolvida por F. Mohs foi o primeiro
recurso utilizado para mensurar a dureza de materiais e consiste na ordenacao
crescente da capacidade de um mineral riscar o outro subjacente (GEELS et al. 2007).
Entretanto essa metodologia n&o é constante e ndo fornece o grau de dureza absoluta.
Isto s6 foi possivel com o advento dos testes de dureza de Brinell, Rockwell, Vickers,
Knoop e, mais recentemente, através das técnicas de nanoindentacdes, testes estes
gue consistem em pressionar um indentador com propriedades mecéanicas e geometria

previamente conhecidas no material a ser testado (CALLISTER 1991, REVANKAR 2000,
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Figura 3.2. Procedimento metalografico utilizado para determinagdo da microdureza de
Vickers. A, molde cilindrico de cobre utilizado para inclusdo; B, mandibula embutida em
resina acrilica; C, detalhe da face externa da mandibula, lixada e polida; D, detalhe do
terceiro dente com impressao piramidal. lu, limen da mandibula; de, terceiro dente; im,
impressao piramidal. Linha tracejada delimita a margem externa da mandibula. Barras
=3mm (A e B), 200 e 10um (C e D, respectivamente).
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GEELS et al. 2007). Por outro lado, a rigidez de um material pode ser definida como a
resisténcia deste a deformacao elastica. Este tipo de deformacédo ndao € permanente;
ou seja, quando a carga aplicada é aliviada, o material retorna a sua forma original
(CALLISTER 1991).

A determinagado da microdureza de Vickers foi realizada por um unico operador
em um microdurdmetro, modelo Durimet (Leitz-Wetzlar®) (Fig. 3.3A), com cargas de
10g para mandibulas do primeiro ao quarto instares e, de 25g, para o quinto instar.
Foram feitas impressdes piramidais no terceiro dente antero-posterior (Figs. 3.1, 3.2C)
de cada mandibula, com tempo padronizado em 15 s. Através da area de impressao
(Figs. 3.2D, 3.3B) foi calculado o Numero de Dureza de Vickers (HV), utilizando-se
férmula descrita em HILLERTON et al. (1982):

HV = 1,854 (F / d?)

onde,

HV= Dureza de Vickers (Kg/mm?);
F= forga (KQ);
d= valor médio das diagonais da impressao (mm).

Com a finalidade de mapear a concentragao de zinco, foi realizado um teste
piloto com uma amostra preparada segundo procedimento metalografico, descrito
anteriormente, e submetida a analise de raio-X, detecgdo por EDS (Energy Dispersive
Spectrometer), em microscépio eletronico de varredura JEOL® JSM-5800 equipado
com detector de EDS Noran® e Voyager 3.4.2. O tempo de detecgdo de espectro por
ponto foi de 150s e a voltagem de 20 kV.

Dados utilizados para comparar as taxas de crescimento das distancias entre as
cerdas A1 das capsulas cefalicas e os indices de dureza para larvas criadas em P.
suberosa, foram obtidos de AYMONE (2006), utilizando a mesma passifloracea como

hospedeira e condi¢cdes de criagao idénticas.
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Figura 3.3. Representagdo esquematica do microdurébmetro (A) e da impressao
piramidal (B) (adaptado de http://www.twi.co.uk/content/jk74.html; acesso em
12.09.2009).
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3.2.3. Analise estatistica

A distribuicdo dos dados foi analisada aplicando-se o teste de Kolmogorov-
Smirnov, para avaliar a normalidade e, o teste de Bartlet, para a homocedasticidade
das variancias. Os dados foram submetidos a ANOVA, seguida de testes multiplos de
Tukey, com o objetivo de testar os efeitos da espécie de hospedeira e variagdo nos
indices de dureza ao longo da ontogénese. As retas de regressao entre as taxas de
crescimento das durezas das mandibulas criadas em P. suberosa e a distancia entre
as cerdas A1 das capsulas cefalicas foram submetidas a analise de covariancia
(ANCOVA) (SokAL & RoOHLF 1995). As analises foram feitas utilizando o programa

GraphPad Prism® (MOTULSKY & CHRISTOPOULOS 2003), utilizando-se alfa = 0,05.

3.3. RESULTADOS

No mapeamento dos compostos quimicos presentes nas mandibulas de larvas
de H. erato phyllis (Figs. 3.4 e 3.5), verificou-se que o zinco encontra-se acumulado ao
longo da regido incisora da mandibula (Fig. 3.4G). Entretanto, na cuticula adjacente a
regido incisora, ndo ha acumulo deste metal (Fig. 3.5E).

Nao houve efeito significativo da espécie de passifloracea em relagao a dureza
das mandibulas de H. erato phyllis (Fig. 3.6, Tabela 3.1), o que permitiu efetuar uma
analise de regressao correspondente para os dados grupados, em relagdo as
hospedeiras. Houve um aumento exponencial da microdureza das mandibulas ao longo
da ontogénese (Fig. 3.7). A razdo de incremento do indice de microdureza em relagao
aos instares, calculada levando-se em conta todos os dados, foi de 1,36, 1,16, 1,72 e
1,15 (X =1,35), do primeiro para o segundo instar, sucessivamente até em relagdo ao

ultimo.
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Figura 3.4. Mapeamento da localizagao especifica dos compostos quimicos da cuticula
na mandibula de uma larva de H. erato phyllis, em espectroscopia de energia
dispersiva (EDS). A, microscopia eletrénica de varredura em elétrons secundarios; B,
carbono; C, oxigénio; D, silicio; E, enxofre; F, cloro; G, zinco; H, microscopia eletrénica
de varredura em elétrons retroespalhados (backscatered).
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Figura 3.5. Microscopia eletrbnica de varredura em elétrons secundarios da mandibula
da larva de H. erato phyllis (A) e espectros obtidos por espectroscopia de energia
dispersiva (EDS) na extremidade do terceiro dente (B), meio do terceiro dente (C); na
resina, no lumen da mandibula (D), e na cuticula da mandibula, fora da regido incisora

(E).
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Figura 3.6. Microdureza de Vickers ( X +erro padrdo) para as mandibulas de larvas de
H. erato phyllis criadas em P. misera (barras vazias) e P. suberosa (barras cheias) ao
longo da ontogénese.



73

Tabela 3.1. Andlise de variancia (ANOVA dois fatores) sobre a influéncia da planta e
ontogénese no indice de dureza de Vickers nas mandibulas das larvas de H. erato

phyllis, quando criadas em P. misera e P. suberosa. Numeros seguidos por asteriscos
indicam influéncias significativas (a=0,05).

Graus de Soma dos
Fator F o]

liberdade quadrados

Planta 1 0,047 1,189 0,278
Instar 4 18,529 116,214 <0,001
Interagao:

Planta x instar 4 0.446 2795 0,031*
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As retas das regressdes lineares ajustadas as taxas de crescimento da dureza
das mandibulas e da distancia entre as cerdas das capsulas cefalicas, descritas por
AYMONE (2006), se diferenciaram significativamente quanto a inclinacao, a qual foi mais

expressiva em relagao a ultima (Fig. 3.8).

3.4. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que existe efeito ontogenético no
aporte de dureza das mandibulas de H. erato phyllis, o qual aumenta com o avango do
desenvolvimento. Por outro lado, ndo houve indicacdo de que a planta hospedeira
influenciasse na taxa de crescimento da dureza das mandibulas deste heliconineo. Em
adicao, foi demonstrado que a dureza das mandibulas apresentou crescimento menos
pronunciado em relacdo ao crescimento das distancias entre as cerdas A1 das
capsulas cefalicas.

As mandibulas dos insetos desempenham papel fundamental para a
sobrevivéncia do organismo, pois, além de cortarem e/ou triturarem o alimento podem
ser utilizadas como mecanismo de defesa (CHAPMAN 1995). Por esse motivo verifica-se
alta resisténcia da cuticula dessas estruturas. HILLERTON et al. (1982) foram pioneiros
na utilizagdo de testes, outrora restritos a metalurgia, para mensurar a dureza cuticular
de diversas estruturas anatdbmicas dos gafanhotos Schistocerca gregaria (Forskal,
1775) e Locusta migratoria migratorioides (Reiche & Fairmaire, 1849). A avaliagéo
fornecida nesse estudo se aproxima do obtido para as mandibulas das lagartas de
quinto instar de H. erato phyllis (HV = 43,60+1,99, X #* EP) quando comparado com

mandibulas de S. gregaria e L. migratoria migratorioides (29,8+1,6 e 36,4+1,3 Kg.mm™,

X £ EP, respectivamente). Entretanto, a metodologia de preparo das amostras néo

levou em consideragdo a homogeneidade da superficie para aplicar testes de



75

60 - s
* s
50 . s
E .
£ 40| ' N
o)) s 7S
S . s
S 30 - .
o °
3
© 20 - y = 9,9524¢%29%
I= R®=0,7886
10 4 F=272,8 p<0,0001
n=100
0 I I I I I
I 1l \Y; V
instar

Figura 3.7. Variagdo na microdureza de Vickers para mandibulas de larvas de H. erato
phyllis ao longo da ontogénese, em P. misera e P. suberosa.



76

A
IR ¢ 3
E 35 -
£ $
g 3 ¢
S 25 - !
S y=0,2843x +2,3188
3 R?=0,7552
o 151 F=148,1 p<0,0001
I= . n=50
05 -
0
1,5 B
1 _
€
£ 05 -
=
g 0-
2 y = 0,4486x - 1,3438
<0
B 05 - R®=0,9903
© F=4919 p<0,0001
1 n=50
-1,5 T T T T T
| [ I \Y Y%
instar

Figura 3.8. Crescimento da microdureza de Vickers (A) e das distancias entre as
cerdas A1 (B) em valores log-transformados (ANCOVA, F=45,96, p<0,0001). Dados
relativos a distancia entre as cerdas foram obtidos de AYMONE (2006).
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microdureza de Vickers, que pode ter levado a distor¢gdes relacionadas a visibilidade
das impressdes nas estruturas analisadas (CALLISTER 1991, REVANKAR 2000, GEELS et
al. 2007). Ao seguirem protocolo metalografico, EDWARDS et. al. (1993) e SCHOFIELD et.
al. (2002), obtiveram valores de dureza superiores para as mandibulas da formiga
cortadeira Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908 (X = 52,1 e 80,0 kg.mm?
respectivamente). Por fim, CRiBB et. al. (2008) relatam dureza média de 69,34 kg.mm™
para mandibulas de isopteros.

Neste sentido, o aparelho bucal dos insetos em geral, e dos herbivoros em
particular, € adaptado ao tipo de alimento ingerido (CHAPMAN 1995, BERNAYS 1991).
Assim, a dureza das folhas, decorrente principalmente da idade foliar (BERNAYS 1991,
SILVEIRA 2002) se torna uma barreira a ingestao por parte dos herbivoros, podendo
provocar injurias a estas estruturas, como desgaste ou quebra dos dentes (GOUSSAIN et
al. 2002, SILVEIRA 2002, BIANCHI 2005). O mesmo pode ser observado para as larvas de
H. erato phyllis, cujas hospedeiras apresentam variagdes de dureza de acordo com a
idade foliar (Capitulo 2). Folhas velhas de P. suberosa podem apresentar resisténcia a
perfuracdo de até 30,82 g.mm™ e espessura de até 0,26 mm. Ja as mandibulas de H.
erato phyllis se caracterizam por apresentarem regido incisora desenvolvida (dentes
evidentes e pontiagudos), principalmente em larvas de primeiro instar, que sé&o
adaptadas a tecidos jovens. Isso seria fator limitante a alimentacdo de tecidos duros
(além da espessura foliar), proporcionando a alimentagdo em forma de raspagem da
superficie foliar (Capitulo 2). Esse tipo de limitacao foi observado, também, em outras
espécies de heliconineos, como nos instares iniciais das larvas de Eueides isabella
(Stoll, 1781), Eueides aliphera (Godart, 1819), Heliconius melpomene (Linnaeus, 1758)
e Dione juno juno (Cramer, 1779), cujos instares iniciais exibem padrdao similar

(ALEXANDER 1961, BIANCHI 2005).
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Em associacao a morfologia externa das mandibulas e a dureza da cuticula, um
par de musculos inserido em apodemas e localizados em cada um dos lados do plano
de articulagdo, € responsavel pelos movimentos de abducido e aducdo (SNODGRASS
1935, 1950). O musculo adutor promove o fechamento das mandibulas e gera grande
parte da forca empregada para cortar o alimento, € maior e ocupa, praticamente, quase
toda a capsula cefalica (DAS 1937; SNODGRASS 1935; CHAPMAN 1995; VEGLIANTE 2005).
O tamanho e a forma da capsula cefalica dos insetos mastigadores estao intimamente
ligados ao tamanho deste musculo, e insetos com capsulas cefalicas maiores estariam
aptos a se alimentar, com eficiéncia, em gramineas duras (CHAPMAN 1995). Em larvas
de H. erato phyllis, foi observado que o volume do musculo adutor foi superior ao
padrao de crescimento linear, apesar de uma notavel redugao durante a passagem do
terceiro para o quarto instar (AyMONE 2006).

Considerando que a largura da capsula cefalica esta diretamente relacionada
com o aumento do musculo adutor da mandibula (AYMONE 2006), pode-se inferir que o
aumento do volume deste ndo € acompanhado pelo aumento proporcional da dureza
destas estruturas em H. erato phyllis. A menor dureza das mandibulas nos primeiros
instares, quando em associagao ao tamanho reduzido destas, pode contribuir para o
maior indice de desgaste verificado nesses instares para esse inseto (SILVEIRA 2002).

O fato do indice de dureza ndo diferir entre as espécies de passifloracea
utilizadas na alimentacdo demonstra que o investimento em dureza ocorre
independentemente da planta hospedeira utilizada. Da mesma forma, a porcentagem
de zinco presente no terceiro dente das mandibulas de H. erato phyllis ndo se altera de
acordo com espécie hospedeira, nem em relagcdo a idade foliar das folhas utilizadas
como alimento (SILVEIRA 2002). Essa autora ja havia também demonstrado que o zinco
€ um dos principais componentes da regiao incisora das mandibulas de H. erato phyllis.

Este supostamente € um dos principais elementos que confere dureza a cuticula dos
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insetos (HILLERTON & VINCENT 1982, FONTAINE et al. 1991, VINCENT & WEGST 2004,
KLowDEN 2007 e CRiBB et al. 2008). Em adigao, o fato da dureza das mandibulas
crescer em menor propor¢gao quando comparado as distancias entre as cerdas A1 da
capsula cefalica, ao longo da ontogénese, sugere que outros fatores como, por
exemplo, o volume do musculo adutor (forca empregada na mordida), o tamanho das
mandibulas, a espessura de sua cuticula ou mesmo o tipo de composto e a forma
como 0 zinco se apresenta associado a esta estrutura, seriam determinantes para o
entendimento das limitagdes que permeiam a interacdo entre H. erato phyllis e suas

hospedeiras.
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4. VARIACOES QUANTITATIVAS NO COMPORTAMENTO ALIMENTAR DE
LARVAS DE Heliconius erato phyllis (FABRICIUS, 1775) (LEPIDOPTERA:

NYMPHALIDAE) FRENTE A CINCO PASSIFLORACEAS

4.1. INTRODUGAO

Sao diversos os fatores que influenciam o comportamento alimentar dos insetos
herbivoros, dentre eles podemos destacar o tipo, constituicdo e fenologia da planta
hospedeira, estagio de desenvolvimento do herbivoro (ontogenia), morfologia das
partes bucais, capacidade de dispersdo e mobilidade, principalmente dos estagios
imaturos (BERNAYS 1991, 1998, 2001, BERNAYS et al. 2000, ZALuckl et al. 2002,
JOHNSON & ZALuckI 2005, 2007).

As caracteristicas da planta que afetam a performance dos insetos herbivoros
incluem as variacbes nos compostos quimicos, como 0s micro e macro nutrientes,
agua e substancias do metabolismo secundario (ROSENTHAL & BERENBAUM 1991,
BERNAYS & CHAPMAN 1994, LARSSON 2002). Tais variagdes determinam tanto as
caracteristicas fisicas, como dureza, tamanho, forma e textura do recurso alimentar
utilizado (BERNAYS & CHAPMAN 1994), quanto a distribuicdo temporal, espacial e
abundancia (LARSSON 2002). A variagdo nesses fatores em geral é determinante no
reconhecimento da planta hospedeira apropriada em algum momento da histdria
destes, visto que todos os insetos fitéfagos exibem algum grau de seletividade ao
alimento (BERNAYS & CHAPMAN 1994).

Mudancgas ontogenéticas nos insetos herbivoros podem refletir em mudancgas de
dieta e de comportamentos alimentares nos diferentes estagios do desenvolvimento
(HocHuLl 2001). Para insetos em geral e para os holometabolos, em particular, o

sucesso adaptativo dos adultos depende preponderantemente da performance dos
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estagios imaturos (BERNAYS 1998). Os primeiros instares, por exemplo, necessitam se
estabelecer nas plantas hospedeiras e alocar energia, em forma de biomassa,
principalmente por ser essa uma das fases mais frageis do desenvolvimento, com alta
mortalidade (BERNAYS 1997, ZALUCKI et al. 2002).

A forma das mandibulas dos insetos herbivoros esta correlacionada a seus
habitos alimentares e a natureza do recurso utilizado (DAs 1937; SNODGRASS 1935;
BERNAYS 1991). Mandibulas com regido incisora pouco desenvolvida e cuspides
separadas sido adaptadas para utilizagcao de plantas arbustivas e herbaceas enquanto
que aquelas adaptadas a espécies graminivoras apresentam area incisora com dentes
grandes e cuspides unidas (CHAPMAN 1964; BERNAYS 1991). Da mesma forma, a
dureza destas estruturas pode se correlacionar com a dureza do alimento ingerido,
como folhas velhas (ver Capitulos 2 e 3, HocHuLI 2001, BITTENCOURT-RODRIGUES &
ZucoLoTo 2009).

Por outro lado, os primeiros instares larvais, em geral, apresentam pouca
mobilidade. Assim, a primeira alimentagdo dos insetos especialistas € largamente
influenciada pela escolha de oviposicdo dos adultos, como o que ocorre nos
heliconineos (ALEXANDER 1961, RODRIGUES & MOREIRA 1999). Neste aspecto, os
insetos generalistas podem se diferenciar de especialistas, como observado por
BERNAYS et al. (2004 a,b) ao estudar quatro espécies de Arctiidae (Lepidoptera) quanto
a eficiéncia de forrageio. Esses autores constataram que as espécies generalistas
despendem mais tempo caminhando, rejeitando plantas hospedeiras em potencial,
provando e inspecionando fontes alimentares em potencial, além de empregarem
menos tempo nos periodos de alimentagdo, quando comparadas as especialistas.
Estudos como esse sdo importantes para verificar a interagdo que existe entre a

qualidade do alimento, barreiras fisicas e quimicas das plantas, morfologia das
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mandibulas e desenvolvimentos ontogenéticos dos herbivoros sobre o tempo destinado
a seus diferentes atos comportamentais.

As larvas de Heliconius erato phyllis (Fabricius) (Lepidoptera, Nymphalidae)
podem ser bons modelos para este tipo de estudo, porque sao oligéfagas, se
alimentando, exclusivamente de passifloraceas (BENSON et al. 1975). No Rio Grande do
Sul, as espécies mais frequentemente utilizadas sao Passiflora suberosa Linnaeus e
Passiflora misera Humbold, Bonpland & Hunth (MENNA-BARRETO & ARAUJO 1985,
PERICO 1995, RODRIGUES & MOREIRA 2002). De acordo com PERICO & ARAUJO (1991),
ao avaliarem a viabilidade, tempo de desenvolvimento e peso de larvas de H. erato
phyllis criadas em nove espécies de provaveis plantas hospedeiras, constataram que
P. misera confere menor tempo de desenvolvimento e maior peso. Em termos de
performance conferida a H. erato phyllis, tais espécies sdo seguidas por Passiflora
elegans Masters, P. suberosa, Passiflora capsularis Linnaeus, Passiflora actinia
Hooker, Passiflora edulis Sims e Passiflora caerulea Linnaeus. Ainda nesse estudo,
Passiflora alata Dryander e Passiflora tenuifila Killip foram consideradas letais para
larvas de H. erato phyllis.

Segundo MUGRABI-OLIVEIRA & MOREIRA (1996a, b), H. erato phyllis oviposita
preferencialmente nas regides mais jovens da planta, que n&do apresentam indicios
visuais de coespecificos, em ramos intactos e com maior disponibilidade de folhas, o
que provavelmente evita a competicdo e o canibalismo entre as lagartas. RODRIGUES &
MOREIRA (1999), ao estudar a preferéncia alimentar de H. erato phyllis relacionada a
idade da folha e consequéncias para a performance larval, verificaram que os primeiros
instares se alimentam exclusivamente da regidao apical do ramo e esta preferéncia
diminui nos instares subsequentes. KERPEL (1999), em estudos de laboratério e
insetario, constatou que, tanto larvas como adultos exibem preferéncia por P. misera

comparado com P. suberosa, sendo esta preferéncia supostamente inata e nao



86

aprendida. Estudando dois tipos fenotipicos de P. suberosa (forma verde e forma roxa),
GAUER (2000), averiguou a preferéncia de oviposicao em tipos verdes em detrimento
das formas roxas, que apresentam maior quantidade de tricomas nas folhas, bem como
antocianinas e outras defesas quimicas.

Ao estudar o efeito no desgaste das mandibulas de H. erato phyllis em relacéo a
variagao da dureza da folha em P. misera e P. suberosa e as consequéncias desta
variagao sobre a herbivoria, SILVEIRA (2002) verificou que individuos criados em folhas
maduras de P. suberosa apresentaram grau de desgaste maior que individuos criados
em folhas jovens desta passifloracea, quando comparados aqueles criados em folhas
tanto maduras quanto jovens de P. misera. Isto se deve ao fato que as folhas de P.
suberosa sao mais rigidas e espessas que folhas de P. misera (Capitulo 2, SILVEIRA
2002).

Em adigcédo, KERPEL (2004) ao analisar a influéncia do conteudo nutricional de P.
suberosa e P. misera na performance, nutricdo e digestdo de H. erato phyllis, dentre
outros objetivos, constatou que plantas cultivadas com adicdo de nitrogénio
apresentaram folhas mais tenras, com maior quantidade de agua, macro e
micronutrientes. Larvas criadas em P. misera tiveram maior taxa de crescimento,
devido ao maior consumo e maior digestibilidade, pois fragmentos de P. misera
cortados pelas larvas sdo menores em relagdao a P. suberosa, o que possibilita maior
aproveitamento dos nutrientes, supostamente em fungdo da maior area de contato com
as enzimas digestivas.

Nao obstante a existéncia das informacgdes citadas, desconhece-se a influéncia
das hospedeiras nos componentes do comportamento de forrageio (senso BERNAYS et
al. 2004a,b) pela larva de H. erato phyllis, o que é explorado no presente estudo frente

as principais espécies de passifloracea utilizadas no Rio Grande do Sul, levando-se
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também em consideracdo tanto a ontogénese da larva quando a idade da folha

hospedeira.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2 .1 Criagao das larvas

Adultos de H. erato phyllis foram capturadas nos arredores do Campus do Vale
(UFRGS), Morro Santana, Porto Alegre, RS (30°02’S e 51°09'W) e no Horto Florestal
Barba Negra, Aracruz S.A., municipio de Barra do Ribeiro, RS (3023'S e 51°12'W) e
mantidos e criadas em condicdes de insetario para a obtencdo de ovos, conforme
descrito nos Capitulos 2 e 3. Estes foram transferidos para o Laboratério de Morfologia
e Comportamento de Insetos (Departamento de Zoologia, UFRGS) e mantidos em
placas de Petri com papel filtro umedecido, em camara climatizada (25 + 1°C;
14horas/luz/dia), até a eclosdo. Apds, as larvas (n = 20 / espécie de planta) foram
transferidas para ramos individuais, conforme cada tratamento relativo a planta
hospedeira, acondicionados em garrafas plasticas com apoio de bambu e cobertos com
tela de malha fina (FERRO 1998). Os individuos foram vistoriados diariamente para
averiguar a disponibilidade de alimento e registrar a ocorréncia de morte ou muda,
acompanhando assim o desenvolvimento dos instares larvais.

Os comportamentos alimentares das larvas foram observados em cinco
espécies de passifloraceas (P. alata, P. caerulea, P. edulis, P. misera e P. suberosa).
Para tanto, foram utilizados ramos obtidos de mudas de P. misera e P. suberosa
cultivadas em vasos, em telados existentes no Departamento de Ecologia da UFRGS,
e de P. caerulea, P. edulis e P. alata cultivadas em canteiros existentes no

Departamento de Zoologia da UFRGS, conforme descrito em detalhe no Capitulo 2.
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Todas as plantas cultivadas foram regadas de dois em dois dias e, na ocasiao,

vistoriadas com vistas a eliminar eventuais herbivoros.

4.2.2 Comportamento alimentar

Foram realizadas observagdes prévias para qualificacdo dos atos
comportamentais por meio de amostragens de todas as ocorréncias (ad libitum),
amostragens de sequéncia e instantaneas (ALTMANN 1974, DEL-CLARO 2004). As
definigdes, estabelecidas como resultado dessas, seguiram o proposto por BERNAYS et
al. (2004b), com modificagdes:

= Repousando — sem se alimentar ou locomover — varios outros movimentos

podendo ocorrer durante esse evento, incluindo contorcdo, contracdo e
defecacao;

= Alimentando - ingestdo de alimento — freqlentemente representado pela

cabeca movendo-se ritmicamente e em contato com a superficie da folha;

= Deslocando — locomovendo-se ativamente;

= Provando - cabeca abaixada na superficie da planta, com contato

momentaneo, com ou sem mordida aparente;

= Cortando nervura — mordidas com aparente ingestdo de areas ricas em

nervuras (ramos, peciolos, ou nervura principal).

Para avaliar o tempo dedicado pelas larvas nos diferentes atos
comportamentais, foram realizadas observagdes (n=20 / por instar / por tratamento)
seguindo-se a metodologia de amostragem de sequéncias, com o auxilio de uma lupa
manual (10x). Cada individuo foi monitorado a cada dois minutos durante seis horas
consecutivas, em seu ramo de criagao individual (recipiente de criagédo), ou transferido
para novo ramo (de acordo com o experimento correspondente, descritos a seguir).

Uma hora antes de comegarem as amostragens, a malha fina era removida e os
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recipientes dispostos na plataforma de observacéao, para evitar disturbios de manuseio.
As observacgdes foram realizadas das 10h as 16h, em camara climatizada (25 * 1°C;
14horas / luz / dia), procurando-se nao exceder o numero de 15 individuos por sessao,
em funcao do tempo necessario para as anotagdes.

O primeiro experimento foi delineado de forma a avaliar as diferencas
comportamentais entre os instares e entre os individuos nas cinco espécies de
passifloraceas supramencionadas. Para o tratamento em P. alata, os organismos foram
criados em P. misera e transferidos, no dia correspondente a observagao, para ramos
daquela passifloracea, visto existirem registros de que ndo ha sobrevivéncia em P.
alata (PERICO & ARAUJO 1991).

Para o segundo experimento, verificou-se as diferengas nos comportamentos em
lagartas criadas em ramos com folhas jovens (do meristema apical até o quinto né) em
relacdo aquelas criadas em ramos com folhas velhas (do sexto ao décimo né), de P.

caerulea, P. edulis, P. misera e P. suberosa (n=20 / instar / tratamento).

4.2.3. Analise estatistica

A distribuicdo dos dados foi analisada aplicando-se o teste de Kolmogorov-
Smirnov, para avaliar a normalidade e, teste de Bartlet, para a homocedasticidade das
varidncias. Para verificar o efeito entre as espécies de plantas, instares e
comportamentos, foi realizada uma analise de varidancia (ANOVA dois fatores) dos
dados log transformados. Como houve significancia estatistica quanto a interagao para
todos os parametros (Tabela 4.1), os dados foram entdo comparados para cada fator
individualmente, isolando o efeito do instar, através de analise de varidncias com
medidas repetidas, seguida de testes multiplos de Tukey. Para avaliar a variacédo dos
comportamentos ao longo da ontogénese os dados foram submetidos a analise de

regressao. Para comparar a diferenca entre os comportamentos das larvas criadas em
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folhas jovens e em folhas velhas, utilizou-se o teste U de Mann Whitney. Em todos os
casos foi utilizado a=0,05. As analises foram feitas através dos programas GraphPad
Prism® (MOTULSKY & CHRISTOPOULOS 2003), JMP® (SALL et al. 2007) ou SPSS®

(ARGYROUS 2005).

4.3. RESULTADOS

Houve interagcdo significativa entre os comportamentos, instar e espécie de
passifloracea (Tabela 4.1). Dessa forma, o tempo destinado aos comportamentos é
influenciado conjuntamente, tanto pela ontogénese quanto pelo tipo de planta.

Foi verificada, em primeira instadncia, a diferenca entre o tempo dedicado ao
repouso e aos demais atos comportamentais (alimentando, deslocando, provando e
cortando nervura). Neste caso, as lagartas desprenderam praticamente mais do que o
dobro do tempo repousando em relagao aos demais atos, independente da espécie de
passifloracea e do instar considerado (Tabela 4.2).

Quando o efeito do instar foi removido por meio da analise de variancia com
medidas repetidas (Tabelas 4.3 e 4.4) observa-se que as larvas de H. erato phyllis
tendem a desprender mais tempo repousando, seguido por alimentando, deslocando,
provando e cortando nervura, tendo como fonte de variagcdo os atos comportamentais e
fixando as espécies de passifloraceas (Fig. 4.1). Quando os comportamentos foram
fixados tendo como fonte de variagao as espécies de passifloraceas, verifica-se que
larvas em P. misera passaram menos tempo repousando comparadas a larvas
observadas em P. alata (Fig. 4.2A). Porém, em P. alata dedicaram menos tempo
alimentando quando comparadas aquelas em P. misera (Fig. 4.2B). Para os demais
atos comportamentais, nao foi observada variagao expressiva (Fig. 4.2C e D). As larvas
em P. misera e em P. suberosa dedicaram tempo similar cortando nervura em relagao

aquelas em P. caerulea e P. alata (Fig 4.2E).
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Tabela 4.1. Analise de variancia (ANOVA trés fatores) sobre a influéncia da planta,
ontogénese e comportamentos das larvas de H. erato phyllis, frente a cinco
passifloraceas. Numeros seguidos por asteriscos indicam influéncias significativas

(a=0,05).
Graus de Soma dos
Fator F P
liberdade quadrados
Planta 4 23,111 43,771 <0,0001*
instar 4 4,435 8,399  <0,0001*
Comportamento 4 1056,621 2001,177 <0,0001*
Interacgao:
Planta x instar 16 10,590 5,014  <0,0001*
Planta x comportamento 16 80,013 37,885 <0,0001*
instar x comportamento 16 18,269 8,650 <0,0001*
Planta x instar x comportamento 64 16,314 1,931 <0,0001*
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Tabela 4.2. Variagdo no tempo ( X terro padrao; em minutos) dedicado ao repouso e
aos demais comportamentos em atividade nos diferentes instares larvais (n=20 / instar)
de H. erato phyllis sobre cinco espécies de passifloraceas, durante seis horas (= 360
minutos) de observacao.

Passifloracea instar Repouso  Outros comportamentos
P. misera I 245,8+7,00 114,2+7,00
I 231,945,84 127,615,82
I 240,6+11,26 119,4+11,26
IV 214,6+10,03 145,4+10,03
vV  224,1+10,28 135,9+10,28
P. suberosa I 287,2+5,02 72,8+5,02
Il 266,5+7,51 93,5+7,51
Il 272,5+7,10 87,5+7,10
IV 259,246,73 100,8+6,73
Vv 260,419,71 99,6+9,71
P. caerulea I 290,6+6,91 69,4+6,91
I 254,8+9,28 105,2+9,28
1l 232,7+8,03 127,3+8,03
IV 244,3+8,64 114,518,28
Vv 247+11,91 113+11,91
P. edulis I 273,3+7,40 86,7+7,39
Il 258,116,47 101,9+6,46
Il 239+13,87 120,7+13,87
IV 274,9+4,66 85,1+4,66
\Y% 28915,28 7145,28
P. alata I 336,8+5,61 23,2+5,61
Il 322,4+6,31 38,116,27
1l 291,448,99 68,6+8,99
IV 290,2+18,14 69,2+14,66
VvV  287,3t15,44 72,7£15,44
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Tabela 4.3. Analise de varidncia (ANOVA um fator), com medidas repetidas (fator
instar) sobre o efeito de cinco passifloraceas em relagdo aos comportamentos
(repousando, alimentando, deslocando, provando e cortando nervura) efetuados por
larvas de H. erato phyllis. Asteriscos indicam diferenga estatistica significativa (a=0,05).

Graus de Soma dos
Passifloracea Fonte de variagao F P
liberdade quadrados

P. misera entre-comportamentos 4 248,164 484,042 <0,0001*
dentre-comportamentos 16 2,840
instar 4 2,008 3,592 0,007*
erro 95 0,513
P. suberosa  entre-comportamentos 4 260,843 234,638 <0,0001*
dentre-comportamentos 16 1,987
instar 4 1,236 2,170 0,072
erro 95 1,112
P. caerulea entre-comportamentos 4 342,142 526,202 <0,0001*
dentre-comportamentos 16 1,956
instar 4 1,038 1,723 0,144
erro 95 0,650
P. edulis entre-comportamentos 4 315,032 491,265 <0,0001*
dentre-comportamentos 16 2,848
instar 4 2,587 3,951 0,004*
erro 95 0,641
P. alata entre-comportamentos 4 340,401 282,894 <0,0001*
dentre-comportamentos 16 1,829
instar 4 13,047 13,606 <0,0001*

erro 95 1,203
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Tabela 4.4. Anadlise de varidancia (ANOVA um fator) com medidas repetidas (fator
instar) do efeito dos comportamentos efetuados por larvas de H. erato phyllis em
relacdo a cinco passifloraceas (P. misera, P. suberosa, P. caerulea, P. edulis e P.
alata). Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa (a=0,05).

Graus de Soma dos
Comportamento Fonte de variagao F P
liberdade quadrados

Repousando entre-passifloraceas 4 0,969 28,590 <0,0001*
dentre-passifloraceas 16 0,078
instar 4 0,281 7,247  <0,0001*
erro 95 0,034
Alimentando entre-passifloraceas 4 99,568 198,639 <0,0001*
dentre-passifloraceas 16 1,198
instar 4 12,966 41,909 <0,0001*
erro 95 0,501
Deslocando entre-passifloraceas 4 7,665 8,255 <0,0001*
dentre-passifloraceas 16 3,776
instar 4 8,450 13,154 <0,0001*
erro 95 0,929
Provando entre-passifloraceas 4 3,207 3,441 0,011*
dentre-passifloraceas 16 1,674
instar 4 1,089 1,467 0,212
erro 95 0,932
Cortando entre-passifloraceas 4 25,280 14,668 <0,0001*
nervura dentre-passifloraceas 16 2,190
instar 4 7,307 4,536 0,001*

erro 95 1,724
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Figura 4.1. Tempo ( X terro padrédo; n=20 / comportamento) destinado aos diferentes
comportamentos efetuados por larvas de H. erato phyllis, quando observados em P.
misera (A), P. suberosa (B), P. caerulea (C), P. edulis (D) e P. alata (E). RE,
repousando; AL, alimentando; DE, deslocando; PR, provando alimento; CN, cortando
nervura. Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os atos
comportamentais, dentro de uma dada planta hospedeira (testes multiplos de Tukey;
p<0,05).
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Figura 4.2. Tempo ( X terro padrao; n=20 / passifloracea) destinado aos diferentes
comportamentos (A, repousando; B, alimentando; C, deslocando; D, provando; e E,
cortando nervura) efetuados por larvas de H. erato phyllis, quando observados em P.
misera, P. suberosa, P. caerulea, P. edulis e P. alata. Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre as passifloraceas (testes multiplos de Tukey; p<0,05).
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A variagao temporal no numero de refeicdes, respectiva duragcédo e intervalos
foram submetidos também a analise de variancia com medidas repetidas para remover
o efeito do instar sobre esses parametros (Tabela 4.5). Constatou-se que lagartas em
P. misera, P. suberosa, P. caerulea e P. edulis realizam aproximadamente sete
refeicbes em seis horas de observagao, enquanto que larvas em P. alata se alimentam
uma ou duas vezes no mesmo periodo (Tabela 4.6). Com relagdo a duracdo, as
refeicbes sdo mais longas em P. misera, seguida por P. caerulea, P. edulis e P.
suberosa. Assim como no parametro anterior, lagartas em P. alata apresentam
refeicdbes de curta duracdo bem como maior tempo de intervalo entre as refeicdes
quando comparado a lagartas observadas nas demais hospedeiras (Tabela 4.6).

As anadlises de regressdo acerca do tempo desprendido a cada ato
comportamental avaliada ao longo da ontogénese larval ndo foram significativas quanto
ao tempo provando o alimento e cortando nervura em P. misera, P. suberosa, P.
caerulea e P. alata, e quanto ao tempo destinado ao repouso e a alimentagcdo em P.
edulis (Tabela 4.7). Verifica-se, assim, que as larvas de H. erato phyllis tendem a
dedicar menos tempo repousando e se deslocando, e mais tempo a alimentagao, ao
longo dos instares, com excec¢édo das lagartas observadas em P. edulis cujo tempo
repousando e alimentando permanece praticamente constante (Tabela 4.7).

Focalizando no tempo empregado nos comportamentos de larvas criadas nos
dois tipos de folhas (jovens e velhas), constata-se que lagartas de primeiro instar em
folhas velhas de P. misera repousam mais tempo, e deslocam e cortam nervura em
menos tempo. Nao houve diferencas significativas no tempo dedicado a alimentagao.
Para larvas de terceiro instar apenas o ato de provar o alimento apresentou diferengas
significativas (Fig. 4.3 A e B).

Para o primeiro instar larval em P. suberosa, observa-se diferencas entre os

tempos repousando, alimentando, deslocando e provando (Fig. 4.4A). Mesmo padréo
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Tabela 4.5. Analise de varidncia (ANOVA um fator), com medidas repetidas (fator
instar), do efeito sobre a variagdo no numero de refei¢gdes, respectivas duragdes e
intervalos, efetuadas por larvas de H. erato phyllis observadas em cinco passifloraceas
(P. misera, P. suberosa, P. caerulea, P. edulis e P. alata). Asteriscos indicam diferenca
estatistica significativa (a=0,05).

Graus de Soma dos
Refeicdes Fonte de variagao F p
liberdade quadrados

Numero entre-passifloraceas 4 614,283 116,246 <0,0001*
dentre-passifloraceas 16 7,886
instar 4 65,348 13,449 <0,0001*
erro 95 5,284

Duracdo entre-passifloraceas 4 664,367 32,872 <0,0001*
dentre-passifloraceas 16 40,257
instar 4 340,705 <0,0001*
erro 95 20,211

Intervalo entre-passifloraceas 4 6837,327 7,113 <0,0001*
dentre-passifloraceas 16 4750,299
instar 4 3118,348 4,687 0,001*

erro 95 961,232
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Tabela 4.6. Variacdo temporal ( X £erro padrdo) no numero de refei¢goes, respectiva
duracéao e intervalos efetuadas por larvas de H. erato phyllis (n = 100 / passifloracea),
ao longo da ontogénese, em seis horas de observagdo sobre cinco espécies de
passifloraceas. Letras diferentes indicam diferenga significativa do parametro entre as
plantas (Anova, um fator, medidas repetidas - instar, seguida de testes multiplos de
Tukey; p<0,05).

Refeicoes
Passifloracea
Numero (n) Duragdo (min) Intervalo (min)

P. misera 6,59+0,25° 13,20+0,55° 45,75+2.,01°
P.suberosa 6,84+0,24®  8,13%0,31° 49,2442 192
P.caerulea 7,35+0,28% 10,27+0,52° 42 40+2,28°
P.edulis  7,01£0,25° 9,22+0,31°°  47,19+1,83?
P. alata 1,44+0,12°  6,28+0,58° 70,74+9,45°
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Tabela 4.7. Equagdes de regressao linear correspondentes ao tempo designado a
cada ato comportamental ao longo do estagio larval de H. erato phyllis (n=20 / instar /
hospedeira) em cinco espécies de passifloraceas. Asteriscos indicam variagao
significativa ao longo da ontogénese (a<0,05).

Passifloracea Atos _ Equacdo R? N F P
comportamentais
P. misera Repousando y =-6,07x + 249,61 0,0432 100 4,423 0,0380*
Alimentando y =13,52x + 43,9 0,2374 100 30,50 <0,0001*
Deslocando y =-7,22x + 47,84 0,3747 100 58,72 <0,0001*
Provando y =0,69x + 4,87 0,0351 100 3,561 0,0621
Cortando nervura y =-0,87x + 13,53 0,016 100 1,590 0,2104
P. suberosa Repousando y =-6,09x + 287,43 0,0653 100 6,845 0,0103*
Alimentando y = 9,46x + 26,52 0,2351 100 30,12 <0,0001*
Deslocando y =-3,96x + 28,8 0,2156 100 26,94 <0,0001*
Provando y =-0,2x + 10,9 0,0012 100 0,1218 0,7278
Cortando nervura y =0,79x + 6,35 0,0166 100 1,659  0,2008
P. caerulea Repousando y =-9,65x + 283,07  0,0962 100 10,43 0,0017*
Alimentando y =13,11x + 35,77 0,2143 100 26,72 <0,0001*
Deslocando y =-2,95x + 25,03 0,1438 100 16,46 0,0001*
Provando y =-0,51x + 12,49 0,0077 100 0,7595 0,3856
Cortando nervura y = 3,64 0 100 0,0000 1,0000
P. edulis Repousando y=4,82x+252,46  0,0295 100 2,983 0,0873
Alimentando y =-1,28x + 66,42 0,0044 100 0,4317 0,5127
Deslocando y =-3,32x + 24,54 0,1063 100 11,65 0,0009*
Provando y =-1,6x + 14,82 0,0851 100 9,110 0,0032*
Cortando nervura y=1,38x+ 1,76 0,0609 100 6,350 0,0134*
P. alata Repousando y =-13,06x + 344,92 0,1262 100 14,16 0,0003*
Alimentando y =2,53x + 2,31 0,1445 100 16,55 <0,0001*
Deslocando y=7,95x + 1,83 0,0728 100 7,691 0,0066*
Provando y =1,29x + 10,27 0,0215 100 2,154 0,1454
Cortando nervura y=1,24x + 0,92 0,0374 100 3,807 0,0539
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Figura 4.3. Tempo ( X terro padrdao; n=20 por tratamento) destinado aos diferentes
comportamentos no primeiro, terceiro e quinto instares (de A a C, respectivamente) de
H. erato phyllis, quando observados em folhas jovens (barras vazias) e folhas velhas
(barras cheias) de P. misera. RP, repouso; AL, alimentagédo; DE, deslocamento; PR,
prova do alimento; CN, corte da nervura. Asteriscos indicam diferenca significativa
entre os dois tipos de folhas para cada ato comportamental considerado (testes U de
Mann-Whitney; p<0,05).
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Figura 4.4. Tempo ( X terro padrdao; n=20 por tratamento) destinado aos diferentes
comportamentos no primeiro, terceiro e quinto instares (de A a C, respectivamente) de
H. erato phyllis, quando observados em folhas jovens (barras vazias) e folhas velhas
(barras cheias) de P. suberosa. RP, repouso; AL, alimentacao; DE, deslocamento; PR,
prova do alimento; CN, corte da nervura. Asteriscos indicam diferenga significativa
entre os dois tipos de folhas para cada ato comportamental considerado (testes U de
Mann-Whitney; p<0,05).
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ocorre em lagartas criadas em P. caerulea, exceto para o tempo em alimentacao (Fig.
4.5A). Neste caso, em folhas velhas as larvas empregaram menos tempo para o
repouso e mais tempo para o deslocamento e prova de alimento. Porém, em P. edulis,
apenas o ato de provar o alimento diferiu significativamente neste instar (Fig. 4.6A).

Os terceiros instares criados em folhas jovens e velhas de P. suberosa, P.
caerulea e P. edulis apresentaram padrdao semelhante, relativo ao tempo gasto na
alimentacgao e prova do alimento (Figs. 4.4B, 4.5B e 4.6B). Porém, no quinto instar, em
todos estes tratamentos, ndo houve diferencas no tempo entre os comportamentos
exceto para a prova de alimento em P. misera e P. edulis, bem como na alimentacao e

deslocamento nesta ultima passifloracea (Figs. 4.4C, 4.6C).

4.4, DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho evidenciaram que a ontogénese, o tipo de planta
hospedeira e a idade foliar influenciam conjuntamente no tempo destinado aos atos
comportamentais das larvas de H. erato phyllis. Independente da planta hospedeira, as
larvas deste heliconineo empregaram mais que o dobro do tempo repousando, em
relacdo aos demais atos comportamentais. Padrao semelhante ja foi observado para
outros organismos, como no caso de larvas de Heliothis zea (Boddie) (Lepidoptera,
Noctuidae), onde a maior parte do tempo observado correspondeu ao repouso (41,5%)
(ADLER & ADLER 1988). O mesmo acontece com as larvas de Gratiana spadicea (Klug)
(Coleoptera, Chrysomelidae), cujo tempo destinado ao repouso superou ao de outras
atividades, durante a ontogénese e entre folhas com alta e baixa densidade de
tricomas (BoLIGON 2007). Isto é considerado padrdo em insetos especialistas, que se

situam em suas hospedeiras desde o estagio de ovo (BERNAYS 2001).
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Figura 4.5. Tempo ( X terro padrdao; n=20 por tratamento) destinado aos diferentes
comportamentos no primeiro, terceiro e quinto instares (de A a C, respectivamente) de
H. erato phyllis, quando observados em folhas jovens (barras vazias) e folhas velhas
(barras cheias) de P. caerulea. RP, repouso; AL, alimentagdo; DE, deslocamento; PR,
prova do alimento; CN, corte da nervura. Asteriscos indicam diferenga significativa
entre os dois tipos de folhas para cada ato comportamental considerado (testes U de
Mann-Whitney; p<0,05).
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Figura 4.6. Tempo ( X terro padrdao; n=20 por tratamento) destinado aos diferentes
comportamentos no primeiro, terceiro e quinto instares (de A a C, respectivamente) de
H. erato phyllis, quando observados em folhas jovens (barras vazias) e folhas velhas
(barras cheias) de P. edulis. RP, repouso; AL, alimentagcédo; DE, deslocamento; PR,
prova do alimento; CN, corte da nervura. Asteriscos indicam diferenca significativa
entre os dois tipos de folhas para cada ato comportamental considerado (testes U de
Mann-Whitney; p<0,05).
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O fato de larvas em P. misera desprenderem menos tempo ao repouso e maior
tempo a alimentagdo, em comparacdo as outras passifloraceas, pode se dever a
qualidade nutricional inferior desta espécie de planta, quando comparada, por exemplo,
com P. edulis e P. suberosa (CARVALHO et al. 2001, KERPEL 2004). Mesmo assim, &
sabido que P. misera confere alta sobrevivéncia e menor tempo de desenvolvimento as
larvas de H. erato phyllis e de outros heliconineos, como Heliconius etilla narceae e
Dione juno juno, quando comparada a P. suberosa (RODRIGUES & MOREIRA 2004,
BIANCHI & MOREIRA 2005, SILVA 2008). Isto se deve ao fato de que a taxa de consumo e
a digestibilidade s&o superiores para larvas de H. erato phyllis que se alimentam em P.
misera em relagcao aquelas em P. suberosa (KERPEL 2004).

De certa forma, quando em ambientes restritos e com dietas de baixa qualidade,
os insetos podem desenvolver mecanismos para compensar essas deficiéncias
nutricionais, como por exemplo, aumentando a ingestao de alimento (BERNAYS 1998,
BEHMER 2009). Este fato pode ocorrer quando se desprende mais tempo para este
comportamento, 0 que explicaria o caso de H. erato phyllis frente ao maior tempo
usado na ingestdo de P. misera e consumo correspondente.

Os instares iniciais constituem-se as fases mais frageis do desenvolvimento,
estando, em geral, sujeitos a alta mortalidade (BERNAYS 1997, ZALUCKI et al. 2002).
Dessa forma, a procura por um sitio de alimentacao favoravel, com melhor qualidade
de nutrientes é de fundamental importancia. Conforme RODRIGUES & MOREIRA (1999),
as larvas de H. erato phyllis sdo de fato mais seletivas e sensiveis nos primeiros
instares. Isso pode explicar o fato delas dedicarem parte do tempo para o
deslocamento em condi¢des limitantes a alimentacdo, como por exemplo, nas folhas
velhas de P. suberosa, P. caerulea e P. edulis, ou em P. alata, a hospedeira que
confere alta mortalidade. De forma semelhante, larvas de H. zea, nos primeiros

instares, sdo mais méveis e repousam menos (ADLER & ADLER 1988). No caso de H.
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erato phyllis, o tempo usado para provar o alimento € menor em P. misera, a planta
preferida deste heliconineo (RODRIGUES & MOREIRA 2002, KERPEL 2004, KERPEL &
MOREIRA 2005).

O tempo destinado a cada refeicao foi inferior ao ja descrito para larvas de
heliconineos (em média de 10 min para H. erato phyllis em relagdo aos 20 a 30 min
observados na literatura); entretanto, o intervalo entre refeicbes, com periodos de
repouso superiores a 30 min, seguiu o padrdo observado de forma preliminar por
ALEXANDER (1961). Ritmos de alimentacdo, cujo modelo refere-se a menos de uma
hora se alimentando, intercalados por 30 minutos a 2 horas, refletem, provavelmente, o
tempo necessario para os processos de digestdo e absorcéao, ja descritos para outros
insetos (MATTSON & SCRIBER 1987, SLANSKY 1993).

A grande discrepancia comportamental entre as larvas observadas em P. alata
em relacdo as demais hospedeiras pode estar relacionado ao fato desta passifloracea
ser letal para larvas de H. erato phyllis, no estado do Rio Grande do Sul, apesar de
ocorrem registros de oviposi¢cao nesta planta (PERICO & ARAUJO 1991, DELL’ERBA et al.
2005). O numero de refeigcbes nesta espécie se limitou, praticamente, a um ou dois
eventos, precedidos por grande tempo em deslocamento e, seguido de longo periodo
em imobilidade. Segundo REGINATTO et al. (2001) e BIRK et al. (2005), folhas de P. alata
apresentam acumulo acentuado de saponina, um glicosideo com propriedades
deterrentes a artrépodes herbivoros (acaros, besouros e lepidopteros) (GERSHENZON &
CROTEAU, 1991). De acordo com COSTA et al. (2004), a deterréncia, ao reduzir o
consumo de alimento, pode provocar deficiéncia nutricional que, por sua vez, ocasiona
atraso no desenvolvimento ou deformagdes; o que diminui, também, a capacidade de
locomogao do organismo na procura de novos sitios alimentares ou locais de abrigo.

Caracteristicas morfolégicas, como a dureza e espessura de alguns tecidos

vegetais da planta, constituem caracteristicas fisicas que podem limitar a atuagao dos



110

insetos (BERNAYS & CHAPMAN 1994). Conforme abordado no Capitulo 2, essas
caracteristicas das plantas diferem entre as espécies de passifloraceas e ao longo do
desenvolvimento do ramo. Assim, folhas mais velhas sdo mais duras e espessas que
folnas mais jovens. As folhas de P. misera sao mais delgadas e menos duras que
aquelas das outras passifloraceas, como, por exemplo P. edulis. As mandibulas das
larvas de primeiro instar de H. erato phyllis apresentam indice de dureza de Vickers
menor, quanto comparadas com os instares finais (Capitulo 3). Em adigdo, SILVEIRA
(2002) verificou que individuos criados em folhas maduras de P. suberosa
apresentaram grau de desgaste da mandibula maior que individuos criados em folhas
jovens dessa passifloracea, quando comparados aqueles criados em folhas tanto
maduras, quanto jovens, de P. misera. BITTENCOURT-RODRIGUES & ZucoLOTO (2009)
constataram um efeito na performance de Ascia monuste orseis (Godart) (Lepidoptera,
Pieridae), quando alimentadas com folhas jovens e velhas de couve (Brassica oleracea
Linnaeus, Brassicaceae). Dessa forma, a dureza foliar pode se constituir em fator
limitante neste sistema, pois larvas de primeiro instar de H. erato phyllis utilizam tecidos
maduros com dificuldade, gerando mudangas no tempo empregado nos atos
comportamentais observados no presente estudo, além da alta mortalidade
(RODRIGUES & MOREIRA 1999). Este efeito se dilui nos instares finais devido a maior
dureza da mandibula, ao aumento da capsula cefalica e, consequentemente, do
volume do musculo adutor da mandibula, responsavel pela forgca necessaria ao
fechamento desta (AyMONE 2006).

Para superar essas barreiras impostas pelas caracteristicas das plantas
hospedeiras, as larvas de H. erato phyllis tendem a raspar o mesofilo foliar das plantas
que apresentam folhas mais duras, quando no primeiro instar (Capitulo 2). A
constancia no ato de cortar a nervura, causa provavelmente uma reducao da pressao

de turgor, o que facilitaria o corte periférico do limbo foliar (DUSSOURD & EISNER 1987,
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DussourRD & DENNO 1991, DussouRD 1993), o que justifica-se pelo beneficio
correspondente, em qualquer fase da ontogénese. A propor¢cdo de tempo utilizado
neste comportamento foi sempre comparativamente pequeno, o que indica um baixo

custo deste.
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5. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo nos permitem concluir que folhas jovens de
Passiflora misera Humbold, Bonpland & Hunth, Passiflora suberosa Linnaeus,
Passiflora caerulea Linnaeus, Passiflora edulis Sims e Passiflora alata Curtis
apresentam similaridades relacionadas aos parametros fisicos de dureza e espessura,
tanto foliares como da nervura central. Ha aumento progressivo destes parametros em
relacdo ao aumento na idade da folha. Ha, porém, um efeito significativo, intrinseco a
cada espécie de planta, quando a variavel idade da folha é removida das analises.
Essa variacao influencia no tipo e na frequiéncia do dano (corte do limbo, raspagem e
corte da nervura central) causados pelas larvas de Heliconius erato phyllis (Fabricius,
1775) nessas hospedeiras, sendo a raspagem do limbo freqientemente observada
quando larvas de primeiro instar se alimentam em folhas velhas.

Ocorre um incremento na dureza das mandibulas de H. erato phyllis de acordo
com o desenvolvimento larval. A taxa de crescimento desse parametro € menos
pronunciada em relagao ao verificado para a largura da capsula cefalica. No entanto,
os dados sugerem que a planta hospedeira ndo influencia na taxa de crescimento
correspondente.

Assim como a maioria dos insetos especialistas, larvas de H. erato phyllis
empregam grande parte do tempo em repouso, independente da passifloracea usada
como hospedeira. Entretanto, quando criadas em P. misera, a planta preferida,
desprendem menos tempo repousando e maior tempo a alimentagao em detrimento as
demais passifloraceas, provavelmente ocasionado por dois motivos, nao
necessariamente excludentes: 1) mecanismo de compensagcdo a baixa qualidade
nutricional, porém de maior consumo desta espécie e/ou 2) baixos valores dos

parametros fisicos de dureza e espessura foliar desta espécie.



119

As lagartas em P. misera, P. suberosa, P. caerulea e P. edulis realizam, em
média, sete refeicdes num periodo de seis horas de duragdo. As refeicbes em P.
misera sao mais longas, seguida de P. caerulea, P. edulis e P. suberosa,
respectivamente, em intervalos de 48 min, em média. Ritmos de alimentagao seguindo
este modelo refletem, provavelmente, o tempo necessario para os processos de
digestao e absorgao do alimento, conforme ja observado em outros insetos.

As larvas observadas em P. alata dedicam mais tempo repousando € menos
tempo se alimentando. Realizam de uma a duas refeicdes com pequena duragcdo em
intervalos entre refeicbes superiores a uma hora. Tais discrepancias no tempo
destinado a todos os comportamentos das larvas em P. alata sdo devidas,
provavelmente, a fatores quimicos inerentes a esta passifloracea, como o acumulo de
saponina, composto com propriedades deterrentes a artropodos herbivoros. Fato este
pode se relacionar ao numero de refeicdes nesta espécie, que se limita, praticamente,
a um ou dois eventos, precedidos por grande tempo em deslocamento e, seguido de
longo periodo em imobilidade.

Em relagdo a ontogénese larval, as lagartas de H. erato phyllis tendem a dedicar
menos tempo repousando e se deslocando e mais tempo a alimentagao, nos instares
finais, excetuando larvas observadas em P. edulis que empregam praticamente o
mesmo tempo no repouso e na alimentagéo ao longo dos instares.

Lagartas de primeiro instar em folhas velhas de P. suberosa e P. caerulea usam
maior tempo no deslocamento comparado a P. misera, onde ao contrario, o incremento
na dureza é pequeno em relagao a idade da folha. Dessa forma, a procura por um sitio
alimentar favoravel é de fundamental importancia para esta fase do desenvolvimento.
Fica assim evidenciado indiretamente pela alteracdo no comportamento alimentar que

a dureza foliar pode se constituir em fator limitante aos instares iniciais.
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Hustracoes. Fotografias, desenhos, grificos e mapas de-
vem ser designados como figuras. Fotos devem ser nitidas e
possuir bom contraste. Por favor, sempre que possivel, organi-
ze os desenhos (incluindo graficos, se for o caso) como pran-
chas de figuras ou fotos, considerando o tamanho da pagina
da revista. O tamanho de uma ilustracio, se necessario, deve
ser indicado utilizando-se barras de escala verticais ou hori-
zontais (Munca utilize aumento na legenda). Cada figura deve
ser numerada com algarismos arabicos no canto inferior direi-
to. Ao preparar as ilustracdes, os autores devem ter em mente
que o tamanho do espelho da revista é de 17,0 por 21,0 cm e
da coluna é de 8,3 por 21,0 cm, devendo ser reservado espago
para legendas e também devendo haver proporcionalidade a
estas dimensdes. Figuras devem ser citadas no texto em seqiién-
cla numeral. Para propésitos de revisio, todas as figuras devem
ser inseridas no final do texto, apds a se¢ao Literatura Citada
ou apés as tabelas caso existam. Os autores devem estar cientes



que, se aceito para publicacio em ZOOLOGIA, todas as figuras
e graficos deverdo ser enviados ao editor com qualidade ade-
quada (ver abaixo). llustra¢cdes devem ser salvas em formato
TIF com modo de compressio LZW e enviados arquivos sepa-
rados. A resolucéo final é de 600 dpi para ilustractes em preto
e branco e de 300 dpi para as coloridas. Os arquivos de ilustra-
¢oes devem ser inseridos no sistema de submissdo como arqui-
vos suplementares. O upload é limitado a 10 MB por arquivo.
Figuras coloridas podem ser publicadas desde que o custo adi-
cional seja assumido pelos autores. Alternativamente, os auto-
res podem escolher por publicar ilustragtes em preto e branco
na versao impressa da revista e manté-las em cores na versio
eletrénica sem custo adicional. Independentemente da esco-
lIha, estas figuras devem ser incorporadas, em baixa resolucgio
mas com boa qualidade, diretamente no manuscrito somente
para os fins de revisao. Cada figura ou conjunto de figuras sob
a mesma legenda (prancha), deve ser incluida no final do ma-
nuscrito, em péaginas separadas. Legendas das figuras devem
ser posicionadas logo apés a segio Literatura Citada. Use para-
grafos separados para cada legenda de figura ou grupo de figu-
ras. Observe publicacbes anteriores e siga o padrio adotado para
legendas.

Tabelas. Tabelas devem ser geradas pela funcio de tabe-
las do processador de texto utilizado, sao numeradas com alga-
rismos romanos e devem ser inseridas apods a lista de legendas
de figuras. Nao utilize marcas de pardgrato no interior das cé-
lulas da tabela. Legendas devem ser inseridas imediatamente
antes de cada tabela.

CoMUNICACOES BREVES

Manuscritos devem ser organizados de maneira similar
aos artigos originais com as seguintes modificagdes.

Texto. O texto de um nota cientifica (i.e. Introducio +
Material e Métodos + Discussdo) é escrito diretamente, sem di-
visdo em secbes. Agradecimentos podem ser fornecidos, sem
cabecalho, como o tltimo pardgrafo do texto. A literatura deve
ser citada no texto como descrito para artigos.

Literatura Citada, legendas de figuras, tabelas e figuras. Es-
tes itens seguem a forma e seqiiéncia descrita para artigos.

OriNIZO

Titulo. Basta fornecer um titulo para a opiniao.

Text. Deve ser conciso, objetivo e sem figuras (a menos
que seja absolutamente necesséario).

Nowme ¢ enderego do autor. Esta informacéo segue o texto
ou a se¢io Literatura Citada, caso esta exista. O nome do revi-
sor deve estar em negrito.

RESENHAS DE LivrRos

Titulo. Fornecer o titulo do livro como indicado abaixo:

Toxoplasmosis of Animals and Man, by J.P. Duzer &
C.P. BearTie. 1988, Boca Raton, CRC Press, 220p.

As palavras “edited by” sdo substituidas por “by” quan-
do apropriado.

Texto. O texto geralmente nio é subdividido. Caso seja
necessario citar literatura, a secio Literatura Citada devera ser
incluida e seguir o mesmo estilo adotado para artigos. Figuras e
tabelas nao devem ser utilizadas.

Narme e endereco do autor. Esta informacido segue o texto
ou a secdo literatura citada, caso presente. O nome do revisor
deve ser digitado em negrito.
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Biocrarias

Titulo. O titulo inicia-se com o nome da pessoa cuja bio-
grafia estd sendo escrita, em negrito, seguido pela data de ani-
versario ou morte (se for o caso), entre parénteses. Por exem-
plo: Lauro Travassos (1820-1970)

Texto. O texto usualmente néo é subdividido. Caso seja
necessario citar literatura, a se¢io Literatura Citada devera ser
incluida e seguir o mesmo estilo adotado para artigos. Figuras e
tabelas ndo devem ser utilizadas.

Name e enderego do autor. Esta informacio segue o texto
ou a secdo literatura citada, caso presente. O nome do revisor
deve ser digitado em negrito.

PRECEDIMENTOS

Manuscritos submetidos 4 ZOOLOGIA serdo inicialmen-
te avaliados pelos editores Chefe e Assistente quanto a adequa-
¢io e para determinagao da drea especifica. Um primeira avali-
acdo da lingua inglesa é efetuada neste momento. Manuscritos
com problemas serdo retornados aos autores. Uma vez que a
area especifica seja determinada/confirmada, o manuscrito €
enviado, pelo Editor-Chefe, ao Editor de Secao apropriado. O
Editor de Secdo encaminha o manuscrito para os Revisores, no
minimo dois. Cépias do manuscrito com os comentérios dos
revisores e a decisido do Editor de Se¢io, serdo retornados para
o Autor correspondente para avaliacio. Os autores terao até 30
dias para respender ou cumprir a revisao e retornar a versao
revisada do manuscrito para a secio adequada no sistema ele-
trénico de submissdo. Uma vez aprovado, o manuscrito origi-
nal, os comentarios dos revisores, os comentarios do Editor de
Secdo, juntamente com a versao corrigida e os respectivos ar-
quivos de figuras, devidamente identificados, sdo retornados
ao Editor-Chefe. Excepcionalmente, o Editor-Chefe pode, apés
consulta aos editores de se¢io, modificar a recomendacao dos
Revisores e Editor de Se¢do, com base em justificativa adequa-
da. Alteragdes a posteriori ou adigbes poderdo ser recusadas. Uma
versdo de revisio do manuscrito sera enviada aos autores para
apreciacao final. Este representa o tltimo momento para alte-
racoes substanciais, desde que devidamente justificadas. A pré-
xima etapa é restrita a corre¢oes tipograficas e de formatagio.
Provas eletrénicas serdo submetidas ac Autor correspondente
para apreciagio antes da publicagio.

SEPARATAS

O Autor correspondente recebera arquivo eletrénico (no
formato PDF) do artigo apds sua publicagio. Autores poderdo
imprimir o arquivo e distribuir cépias impressas de seu artigo
conforme sua necessidade. Autores também poderido distribuir
eletronicamente o arquivo para terceiros, da mesma maneira.
Entretanto, solicitamos que os arquives PDF nio sejam distri-
buidos através de grupos de discussdo ou sistemas de envio de
mensagens em massa (mio faca SPAM). E importante para a
revista ZOOLOGIA que os usudrios visitemn a pagina eletrénica
do periédico na Scientific Eletrectonic Library Online (SciELO)
e acessem os artigos publicados para fins estatisticos. Atuando
desta maneira, vocé estari auxiliando o incremento dos indi-
ces de qualidade de ZOOLOGIA.

ESPECIMES TESTEMUNHA E TIPOS

Os manuscritos devem informar os museus ou institui-
¢des onde os espécimes (tipos ou testemunha) estio deposita-
dos e seus respectivos niimeros de depésito.



