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Resumo
Os imaturos de lepidopteros estdo sujeitos a altas taxas de mortalidade no
ambiente natural. Uma das formas de defesa mais utilizadas e estudadas & a
defesa quimica, envolvendo, por sxemplo, substincias téxicas ou impalatéveis.
Estas subst@ncias podem ser adquiridas pelos lepidépteros de suas fontes
alimentares ou biosintetisadas de novo. Através de um acompanhamenio dos
imaturos de Mechanitis polymnia no campo cbservou-se que larvas apresentam as
taxas mais altas de sobrevivéncia quando comparadas a ovos e pupas. A
sobrevivéncia de ovos a adultos de Mechanitis polfymnia em Solanum tabacifolium
(area urbana) foi maior do que em Solanum maurffianum e Solanum concinnum
{ambos floresta secundéria). Experimentos realizados em laboratéric com a
formiga predadora generalista Camponotus crassus confirmaram a capacidade de
defesa de larvas de Mechanitis polymnia contra predadores. Além disto verificou-
se que o tipo de defesa envolvida seria provavelmente defesa quimica e gue as
substancias de defesa estariam localizadas na superficie das larvas ja que a
rejeico pelas formigas se dava apds breve contato inicial. Uma classe de
substancias possivelmente responsaveis pela defesa seriam os lipidios cuticulares
(LCs). Lipidios cuticulares de insetos e plantas terrestres tem como principa
fungéo, protecdo contra dessecacdo. Por se localizarem na superficie externa do
corpo, podem estar envolvidos em mecanismos de comunicagéo guimica tanto
inter, quanto intraespecifica. Desta forma, investigou-se o pape! de lipidios
cuticulares na defesa de larvas de Mechanitis polymnia contra a formiga
nredadora generalista Camponotus crassus. Verificou-se que o padrdo quimico

de LCs de larvas de Mechanitis polymnia e de folhas de Solanum tabacifolium é



muito semelhante, ao contrario de outros lthomiinae e suas plantas hospedeiras.
Camponotus crassus néo predou larvas vivas ou mortas de Mechanitis polymnia
em biocensaios em laboratorio, porém predou larvas vivas de ocutros lthomiinae,
Formulou-se a hipdtese de que as formigas ndo reconheceram as larvas de
Mechanitis polymnia como presa devido & sua incapacidade de diferenciar as
larvas das folhas de Solanum fabacifolium, causada pela similaridade do padrio
quimico dos LCs. Quando larvas de Mechanitis polymnia foram colocadas em
uma situagado de baixa similaridade com a folha em que elas se encontravam, elas
passaram a ser predadas por Camponofus crassus. Larvas palataveis de
Spodoptera frugiperda foram utilizadas em bicensaios de dupla escolha para
comprovar o papel dos LCs nesta defesa quimica. Dois bioensaios foram
realizados: 1. A larva experimental se encontrava em situacdo de alta
similaridade e foi menos visitada pelas formigas; 2. A larva experimental estava
em situacdo de baixa similaridade e foi visitada de forma igual a larva controle.
Isto demonstrou que um padréo quimico de LCs semelhante ao de uma folha pode
ser uma defesa eficiente contra predadores quimicamente orientados como
Camponolus crassus. Do ponto de vista da formiga a larva estaria quimicamente

camuflada na folha de sua planta hospedeira.



ABSTRACT
Immature Lepidoptera are subject fo high mortality rates in the natural
environment. Chemical defences are one of the best studied and known
mechanisms of defence employed by butterflies. in the field, it was observed that
larval survivorship is higher than the survivorship of eggs or pupae. The
survivorship of Mechanitis polymnia from eggs to imagoes on Solanum
tabacifolium {(urban area) was higher than on Solanum maurifianum or Solanum
concinnum (both in a secondary forest). Laboratory experiments assured the
defence capability of Mechanilis polymnia against generalist predators like
Camponotus crassus. |t was also observed that the chemistry of defence was
located on the surface of the caterpillars because the ants rejected them after a
short contact. Because they are located on the external surface of the body,
cuticular lipids (CLs) may be involved in chemical communication, both inter and
intraspecific. It was verified that the CL profile of Mechanitis polymnia larvae and
Solanum tabacifolium leaves is almost identical unlike for other ithomiinae
examined. Live larvae of Mechanilis polymnia were not killed by Camponotus
crassus which also did not eat dead larvae. On the other hand other ithomiinae
iarvae were killed and preved upon by Camponotus crassus. Two other
experiments showed that the similarity between the chemical profiles of Cls of
Mechanitis polymnia and Solanum fabacifolium was the responsible for the
defence against Campornofus crassus. The larvae would be chemically
camouflaged on the leaves for an approaching ant that would not be able to

distinguish the larvae from the leaf.
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1. PREFACIO

Muitos estudos observaram tanto causas bidticas como abibticas de
mortalidade em populacbes de borboletas (revis8c em Ehrlich 1984). Entretanto,
existem relativamente poucos estudos com relag@o 4 mortalidade de borboletas da
subfamilia Ithomiinae (Nymphalidae). Os poucos estudos existentes com relacéo
a2 demografia de ithomiineos se concentraram em verificar a sua dinamica
populacional (por ex. Vasconcelios-Neto 1980). Os dados de dinamica por sua
vez se concentram apenas no numere de aduitos ndo existindo dados com relacéo
acs imaturos destes lepiddpteros.

Um dos aspectos mals estudados da ecologia de borboletas séo seus
mecanismos de defesas quimicas (revisdes em Brower 1984, Trigo 2000). Em
especiai, para os lthomiinae, o papel de aicaldides pirrolizidinicos na defesa dos
adultos € bem estabelecido (revisac em Trigo 2000). Novamente, estes dados
somente existem para adultos sendo quase nada conhecido sobre mecanismos de
defesas quimicas em imaturos.

Estagios imaturcs da borboleta Mechanitis polymnia (Nymphalidae:
ithomiinae) possuem algum tipo de defesa quimica contra inimigos naturais? Esta
foi a primeira e principal pergunta levantada e que se tentou responder com este
projeto, sendo portanto seu principal objetive. O primeiro passo realizado para
sua verificacdo foi o acompanhamento de imaturos no campo. Com o
acompanhamento verificou-se que a sobrevivéncia de ovos e pupas era baixa
(~50% e ~b%, respectivamente} mas a de larvas era relativamente alta (~80%).
Larvas, provavelmente, apresentavam mecanismos de defesa eficientes confra

predadores. Contra parasitdides, entrefanto, as defesas ndo pareciam (3o



eficientes. Apesar da baixa mortalidade em larvas, o parasitismo era alio neste
estagioc de desenvolvimento, como verificado posteriormente quando da
emergéncia dos parasitdides no estégio de pupas.

Para que fosse feilo um estudo mais detalhado das possiveis defesas
contra predadores com varidveis controladas, ulilizou-se um sistema em
laboratoric usando-se a formiga Camponotus crassus (Formicidae: Formicinae)
como um modelo de predador generalista. Observou-se gue larvas vivas de
Mechanitis polymnia eram protegidas conira as formigas, tendo baixas iaxas de
predacdc no laboratério. Para comparacio, decidiu-se realizar os mesmos
experimentos de mortalidade frente & Camponofus crassus com larvas
relacionadas a Mechanifis polymnia mas com diferentes aspectos no estiio de
vida, na tentativa de verificar se o tipo de defesa de Mechanitis polymnia seria
relacionado a aigum estilo de vida dentro dos Ithomiinae. Mechanitis polymnia foi
a Unica espécie testada que apresentou defesas anti-predacédo eficientes contra
Camponotus crassus. O comportamento apresentado pelas formigas frente as
larvas de Mechanitis polymnia sugeriu que, provavelmente, o tipo de defesa usado
por Mechanitis polymnia era algum tipo de defesa quimica que atuava no
mecanismo de reconhecimento de presas de Camponotus crassus. Visto que este
reconhecimento em formigas normaimente acontece através de contato
superficial, o candidatc mais provavel de ser o responsavel pela defesa seriam
compostos localizades na superficie cuticular das larvas.

Lipidios cuticulares teriam algum papel nesta defesa? Esta foi a segunda
principal pergunta deste projetc. A partir dai foram realizadas as analises

quimicas de lipidios cuticulares de insetos e piantas. Com estas anélises



descobriu-se gue Mechanitis polymnia possuia lipidios cuticulares muite
semelhantes aos de sua planta hospedeira, ao contrério das outras espécies
estudadas. A parlir desta similaridade formulou-se a hipétese de camuflagem
guimica, segundo a qual Camponotys crassus seria incapaz de reconhecer
Mechanitis polymnia como presa devido & alta similaridade quimica entre seu
padrac de lipidios cuticulares e o de suas plantas hospedeiras. A hipétese foi
corroborada pela baixa similaridade em espécies predadas por Camponotus
crassus e alta em espécies ndo predadas (Mechanitis polymnia). Outros
experimentos foram realizados parz se confirmar o papel dos lipidics neste
mecanismo de defesa.

Uma investigacéo do grau de similaridade quimica de lipidios cuticulares de
outros ithomiinae (n&o testados contra as formigas) e suas respectivas plantas
hospedeiras foi feita para identificar outras espécies em que a camuflagem

guimica possa atuar também.



2. CapltuLo |
MORTALIDADE DE IMATUROS DE MECHANITIS POLYMNIA NO AMBIENTE NATURAL
2.1. INTRODUCAD

Em ecologia, uma das formas mais ulilizadas na tentativa de elucidar os
diversos aspecios relacionados 2 abundancia de populacbes naturais de insetos
fitdfagos tem sido estudos utilizande dados de tabela de vida, demografia e taxas
de mortaiidade de imaturos de lepidépteros. Estes estudos t&8m implicacdo para
teorias gerais de regulacio populacional em sistemas terrestres, como a influéncia
de fatores chave e fatores dependentes de densidade (p.e. Stiling 1988), nas
relagbes enfre estilo de vida de insetos fitéfagos e sua mortalidade (Cornell &
Hawkins 1995, Cornell et al. 1998) e ainda na determinacéo da dieta de insetos
fitbfagos (Moore 1989, Ohsaki & Sato 1994).

A maioria dos estudos de tabela de vida realizados tem se concentrado em
organismos de interesse econdmico: pragas ou possiveis controladores destas
(Cornell & Hawkins 1985), sendo sua enorme maioria realizada em ambientes
temperados e cultivados e um pequeno nimero em ambientes tropicais e naturais
(Cornell et al. 1998). Dados de tabela de vida para ambientes tropicais e naturais
seriam Uteis na eiaboracdo de uma teoria geral de demografia de insetos fitéfagos
(Comell et al. 1998). Dos poucos estudos realizados em organismos cujo
interesse era simplesmente entender sua dindmica populacional, a maioria foi feita
com borboletas (Cornell & Hawkins 1995).

Os estagios imaturos de lepidopteros estio sujeitos a altas taxas de
mortalidade devido a fatores bidticos e abidticos. Apesar de as condigbes

climaticas serem consideradas um fator de mortalidade, o grau em que elas



realimente aluam como causa direta de morialidade em populagdes de borboletas,
ao invés de influenciarem a disponibilidade de recursos, fecundidade e outros
fatores bidlicos, € desconhecido (Ehrlich 1984).  Falores bidlicos come
disponibilidade de plantas hospedeiras ou fonies de alimentacdo dos adulios,
predacdo € parasitismo s80 causas bem cenhecidas de flutuagbes em populagfes
de borboletas (Ehrlich 1984). Predadores que se orientem quimicamente ou
airavés do tato, como formigas, hemipieros e aranhas ou gue se orientam
visualmente, como vespas, lagartos e passaros, sdo responsaveis pela maior
parte da predac@c em imaturocs de borboletas {Dempster 1984). Vespas
{lchneumonidae, Brachonidae) e moscas (Tachinidae) estdo entre os parasitdides
mais comuns de lepidépteros (Weseioh 1993). Apesar de os imaturos se
defenderem de diversas formas contra estes dois tipos de inimigos naturais, as
taxas de mortalidade de ovos até estagios finais de desenvoivimento (Ultimo
estadio larval, pupa) estado por volta de 80 a 90% (p.e. Dempster 1967, Zalucki &
Kitching 1982, Jones et al. 1887, Kristensen 1994, de Kraker et al. 1889).

Apesar de a biologia geral (Young 1872, 1973, 19744, b, ¢, 18783, b, Young
& Moffett 1979a, Drummond & Brown 19887, Freitas 1996), aspecios da ecologia
(Young 1979, Vasconcellos-Neto 1980, 1886, Drummond 1988, Vasconcellos-Neto
& Monteiro 1993, Freitas 1996) e biossistematica e evolugdo (por ex. Brown 1977,
Lamas 1979, Brown & Freitas 1994) de borboletas ithomiinae serem bastanie
conhecidas, pouco se sabe sobre ¢ impacto de inimigos naturais e quais as
causas de mortalidade em seus estagios imaturos (mas veja Young & Moffelt

1979b).



O objetivo na realizagdo deste capitulo foi adquirir conhecimento de taxas

de mortalidade durante o desenvolvimento dos imaturcs de Mechanitis polymnia
até a ecloséo dos aduitos na natureza. Especificamenie, identificar os estagios
imaturos gue mais provavelmente estariam utiizando algum tipo de defesa
guimica conira inimigos naturais através do conhecimento das taxas de
morialidade em cada estagio e estadio de desenvolvimento. Parte dos dados
obtidos com este estudo serviu de base para o esciarecimento do objetivo

principal deste projeto: Mechanitis polfymnia possui algum tipo de defesa quimica

contra inimigos naturais?

2.2. MiaTERIAIS E METODOS
2.2.. DRGANISMOS ESTUDADOS

Mechanitis polymnia casabranca Haensch (Nymphalidae: ithomiinae) é uma
borboleta cujos adultos apresentam coloracao aposemaética, com tempo de vida
longo (Vasconcellos-Neto 1980, Brown & Vasconcelios-Neto 1976). Seus aduifos,
principalmente os machos, se alimentam em planias contendo alcaldides
pirrolizidinicos, seqliestrando estes composios que os protegem contra
predadores {Brown 1984, 1985, 1987; Brown et al. 1991; Trigo et al. 1996a,b).

A reproducdo de Mechanitis polymnia na regido de Campinas ocorre
durante a estagdo chuvosa, levando a um aumento populacional. Durante os
secos meses de inverno (jutho e agosto) os adulios param de se reproduzir.
Nesta epoca, adultos de Mechanitis polymnia se agregam em “bolsdes’

juntamente com outras espécies de lthomiinae. Estes “bolsdes™ ocorrem em



locais sombreados na floresta que permanecem Umidos durante a estagds seca
{Vascencellos-Neto 1886

Fémeas de Mechanitis polymnia preferem colocar ovos em dreas mais
aberias, nas bordas das florestas (Vasconcellos-Neto 1988%.  Suas desovas
consisiem de ovos agrupados (10-60) na superficie superior de folhas de véarias
espécies de planias pertencentes ao género Solanum (Solanaceas); suas larvas
t&m comportamento gregario durante a alimeniacdo, que acontece na superficie
inferior das folhas & empupam fora da planta hospedeira (Brown 1985, Drummond
& Brown 1987, Brown & Freitas 1954).

O género Sclanum L. € considerado um dos maicres dentre as plantas
vasculares, com mais de 1500 espécies distribuidas por todo o mundo, sendo que
mais de 1000 ocorrem na América do Sul (Hunziker 1972). A este género
pertencem espacies de grande importincia econdmica come, por exempio, 2
batata (Solanum tuberosum). As espécies de Solanum normaimente utilizadas por
Mechanilis s80 comuns em éreas de vegetacdo secundaria s dreas aberias o

perturbadas (Young & Moffett 1979b).
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2.2.2. MORTALIDADE DE MECHANITIS POLYMNIA NO AMBIENTE NATURAL.

A mortalidade de estagios imaturos de Mechanitis polymnia foi observada
de 13 de janeiro a 23 de abril de 1996, em duas dreas em Campinas, leste do
Estado de 3ac Paulo: 1. Mata Santa Elisa, Fazenda Santa Elisa do Instituto
Agronbmico de Campinas (22°53'S, 47°05'W). Esta floresta mesofitica
semidecidua de 12 hectares € circundada por éreas urbanizadas e as trilhas na
floresta s&c ocupadas por vegetacdo secundaria. Neste local, ocorrem duas
espécies de Solanum, utilizadas como planta hospedeira por Mechanitis polymnia
(Solanum concinnum Schidl. ex Sendier e Solanum mauritianum Scop.): 2.
Campus da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) (22°49'S, 47°05'W),
situado no Distrito de Bardo Geraldo em Campinas, que € uma area urbana. A
espécie encontrada neste local, mais rotineiramente utilizada como planta
hospedeira por Mechanitis polymnia, é Solanum tabacifolium Dunnal, apesar de
outras espécies de Solanum também estarem presentes em menor quantidade,
como por exemplo Sofanum paniculatum L..

Um total de 82 individuos das duas espécies de pianta hospedeira de
Mechanitis polymnia foram marcados e numerados na Mata Santa Elisa (55
Solanum concinnum e 27 Solanum mauritianum) e 5 individuos de Solanum
fabacifolium foram marcados e numerados no Campus da UNICAMP. Cada
planta marcada nos dois locais foi inspecionada quase que diariamente,
procurando-se por larvas ou ovos de Mechanitis polymnia. Um total de 72 visitas,
em um periodo de 101 dias, foram feitas para inspec&o nos dois locais, sendo que

cada visita durava de 40 a 150 minutos. Sempre que uma desova ou grupo de

larvas era encontrado, trés informacbes eram anotadas: o nimero da planta em




gue o desenvolvimento estava acontecendo, o nimero de individuos imaturos e o
estagio ou estadio de desenvolvimento em que o grupo se encontrava. Com este
procedimento era possivel saber guanios individuos iniciavam um determinado
estagio de desenvolvimenic e quantos sobreviviam até ¢ préximo estdgio para
cada desova e grupo de larvas ou pupas. Os dados obtidos foram utilizados para
o célculo da taxa de mortalidade durante um daterminado estagio ou estadio de
desenvoivimenio.

Para 0s ovos e pupas também foi possivel verificar, na maioria dos casos,
se a mortalidade observada havia sido causada por predacdo (desaparecimento
de individuos) cu parasitismo. Sempre que grupos de larvas, no final do
desenvolvimento do 5° estddio, eram encontrados, estas eram coletadas, trazidas
para o laboratério e criadas em potes plasticos até que empupassem. Como
normalmente as larvas tendem a empupar na tampa dos potes, um pedaco de
papel era colocado por dentro da tampa para que as larvas empupassem no
papel, facilitando ¢ sua fixacdo no ambiente natural. As pupas eram levadas de
volia para sua area de origem e eram fixadas com fita adesiva em folhas de
quaisquer plantas proximas (1 a 3 mefros) & planta onde elas haviam se
desenvolvido de ovos até o quinto estddio. Esta foi a Unica forma possivel
enconfrada para se observar as taxas de mortalidade em um nimero
consideravel de pupas, visto que as larvas de Mechanitis polymnia deixam a
planta hospedeira para empuparem nas imediacbes. Infelizmente, com este
procedimento, a mortalidade total ocorrendo desde ovos até adultos recém
emergidos foi subestimada, ja& que a mortalidade durante o 5° estadio e o estagio

de pupa somente foi estimada enquanio as larvas ainda estavam no campo e
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apos o retorno das pupas para o campo, mas ndo enquanto os individuos em
metamerfose estavam no laberatério.

A sobrevivéncia acumulada de ovos 2 adultos recém emergidos foi
calculada, submetendo-se uma desova hipotética idea! de 100 ovos a mortalidade
total observada para cada estagio ou estadio de desenvolvimento, até que a
desova atingisse o estagio adulio. Esta sobrevivéncia acumulada, apesar de ndo
permitir analises estatisticas, proporciona uma boa visualizacdo do namero
relativo de individuos gue atingem a idade adulta.

Para se comparar estatisticamente a sobrevivéncia ao longo do tempo entre
as pianias, foram construidas curvas de sobrevivéncia para os imaturos de acordo
com o metodo de Kaplan-Meier (Kleinbaum 1996). Uma vantagem deste método
& que ele permite utilizar os dados de individuos que foram perdidos durante o
acompanhamento, ou seja, que ndo se sabe a data de morte, mas que se sabe
que sobreviveu até o periodo anterior a ser perdido. Estes individuos seréo
chamados de “censored” daqui por diante, e os individuos com a data de morte
conhecida de “complete”. O tempo de sobrevivéncia utilizado foi o de quando a
desova era encontrada até o momento em que todos os individuos daquela
desova estavam morfos. Ultilizou-se como unidade amostral a desova e ndo o
individuo, porque individuos em uma mesma desova nao podem ser considerados
independentes entre si (Moore 1987). Quando se agrupam individuos de
diferentes desovas estd se presumindo que o destino destes individuos é
independente, resultando em tamanhos amostrais artificialmente aumentados,
como tambem potencializando estimativas erradas de mortalidade (Moore 1989).

Para esta analise consideraram-se apenas desovas que foram encontradas ainda
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no estagio de ovos. O acompanhamenio de uma desova foi dado como terminade
quando esta atingia o 5° estadio de desenvolvimento, visto que apés este periodo
as desovas eram trazidas para o laboratério e outros fatores além da morialidade
natural do campo estavam influenciando a sua sobrevivéncia.

As curvas de sobrevivéncia foram comparadas pelo teste iog-rank
(Kieinbaum 1996). Os testes log-rank foram feitos par a par para as trés plantas
hospedeiras, realizando-se a correcédo de Bonferroni para festes segiienciais no
nivel de significancia dos testes (Sokal & Rohlif 1985).

Foram utilizados dados de precipitacao diaria obtidos junto ao Setor de
Climatologia do Instituto Agrondmico de Campinas, situado na prépria Fazenda
Santa Elisa para se realizar uma andlise da influéncia da umidade na oviposicao
por Mechanilis polymnia na floresta secundéaria. Acredita-se que os dados de
precipitacdo fornecam uma medida indireta da umidade relativa no ar.
Possivelmente as fémeas de Mechanifis polymnia utilizam a umidade relativa e
nao a precipitacao como um indicador para oviposicéo.

Para se comparar as taxas de mortalidade observadas durante o
acompanhamento de imaturos de Mechanitis polymnia no campo foram utilizados
testes nado-paramétricos visto que muitos dos dados ndo apresentavam
normalidade ef/ou homogeneidade de varidncias mesmo apés as devidas
transformagbes. Para uma maior clareza decidiu-se utilizar apenas testes nio-
parametricos: o teste U de Mann-Whitney para comparacao entre dois grupos e o
teste de Kruskal-Wallis para mais que dois grupos (Sokal & Rohif 1995). Quando
necessario, para o teste de Kruskal-Wallis, utilizou-se o método de comparacdes

miiitiplas descrito em Campos (1979).
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Foi feita uma regress&o linear pelo método de quadrados minimos {Sokal &
Rohif 1995) entre a data de inicio do acompanhamentc de uma desova (variavel
independente), quando enconfrada no estagio de ovos, ¢ o tempo de
desenvolvimento da desova até o 5° estadio larval (variave! dependente). Esta
regress8o testou a hipdtese de que o tempo de desenvolvimento de uma desova
de ovos a 5° estadio é uma funcdo de quando (época do ano) a desova estava se
desenvolvendo. Acredita-se que desovas que se desenvolvem no verdo afingiriam
o 5° estadio mais rapidamente gue desovas que se desenvolvem mais préximas
do inverno.

Foi feita também uma regressdo linear pelo método de quadrados minimos
{Sokal & Rohlf 1995) enfre a temperatura média durante ¢ periodo de
desenvolvimento (variavel independente}) e o tempo de desenvolvimento da
desova (variavel dependente). Esta regresséo testou a hipétese de que o tempo
de desenvolvimento em imaturos de Mechanitis polymnia é uma fungio da
temperatura média durante o desenvoivimento da desova.

Uma comparagdo entre os tempos médios de desenvolvimento de ovos a 5°
estadio larval em imaturos de Mechanifis polymnia se desenvolvendo em
diferentes plantas hospedeiras foi feita através de ANOVA e com o teste post hoc
de Tukey, uma vez que os dados obedeciam as premissas para analises

paramétricas.
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2.3. RESULTADOS
2.3.1. MORTALIDADE DE MECHANITIS POLYMNIA NO AMBIENTE NATURAL

A. INIMIGOS NATURAIS

Varios casos de predacéo por inimigos naturais foram observados durante
as visitas para acompanhamento de imaturos no campo. Foi cbservada predacio
&m ovos por formigas do género Crematogaster e uma espécie nao ideniificada de
hemiptero. Duas espécies ndo identificadas de Vespoideae, formigas
Crematogaster e o reduvideo Montina confusa foram observados predando larvas:
Crematogaster & as duas espécies de Vespoideae também foram cbservadas
predando pupas.

Em ambas as dreas a formiga Camponofus crassus foi observada
patruthando as plantas hospedeiras de Mechanitis polymnia. Algumas vezes as
formigas estavam guardando homépteros, mas nunca foi observada predacio de
imaturos de Mechanitis polymnia por estas formigas na natureza.

imaturos coletados na floresta secundéria foram criados em laboratério
onde foi possivel observar parasitismo em ovos, larvas e pupas. Ovos foram
parasitados por vespas Scelionidae, Telenomus sp., como também foi observado
por Monteiro (1981). Somente moscas Tachinidae foram observadas emergindo
de pupas. Estas moscas sdoc parasitdides comuns de larvas de borboletas
{Weseloh 1993). Seus adultos se alimentam de solugdes agucaradas de outros
insetos ou de nectarios de plantas (Clausen 1940). As espécies que atacam
lepidépteros sempre parasitam as larvas destes, depositando ovos ou larvas
diretamente sobre as lagartas ou ainda na folha nas proximidades destas (Clausen

1940).
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Ocorreu um caso de canibalismo por larvas de 5° estadio, onde uma

desova foi comida, juntamente com a folha em que estava.

B. MORTALIDADE EM DIFERENTES PLANTAS HOSPEDEIRAS

Comparando a sobrevivéncia dos imaturos em cada estdgio ou estadio
entre as irés plantas observadas (Sofanum concinnum e Solanum maurifianum na
floresta e Solanum fabacifolium na érea urbana), foi possivel verificar que a Unica
diferenca significativa entre as plantas é duranie o desenvolvimento de pupas até
adultos (leste de Kruskal-Wallis; p<0,05; Figura 2.2). Pupas gue se
desenvolveram e foram colocadas préximas a Sofanum concinnum e Solanum
mauritianum tiveram uma sobrevivéncia menor do gue em Solanum tabacifolium,
sendo em Solanum concinnum ainda menor que em Sofanum mauritianum.

Em Solanum concinnum as pupas fiveram a taxa de sobrevivéncia
significativamente menor do que os outros estigios de sobrevivéncia nesta
mesma planta (teste de Kruskal-Wallis; p<0,05; Tabela 2.1; Figura 2.2). Os ovos,
por sua vez, tiveram sobrevivéncia significativamente maior que as pupas mas
menor que todos os estadios larvais (feste de Kruskal-Wallis; p<0,05; Tabela 2.1;
Figura 2.2). Os estadios larvais tiveram sobrevivéncia igual entre si e
significativamente maior que ovos € pupas (teste de Kruskal-Wallis; p<0,05;
Tabela 2.1; Figura 2.2). Este resultado indicou potencialmente as larvas como
sendo o estagic mais provavel de utilizar defesas quimicas eficientes contra
inimigos naturais.

Para os imaturos de Mechanitis polymnia se desenvolvendo em Solanum

mauritianum nao houve diferencas significativas na scbrevivéncia entre quaisquer
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estagios ou estadios de desenvolvimento {(teste de Kruskai-Wallis; p=0,58; Tabela
2.1; Figura 2.2).

Em Solanum fabacifolium ndo houve diferenca significative na
sobrevivéncia entre ovos e os estadio larvais, mas as pupas tiveram sobrevivéncia
significativamente menor do que do 3° para o 4° estadio larval (teste de Kruskal-

Wallis; p<0,09; Tabela 2.1; Figura 2.2).
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Segundo o caleuio da sobrevivéncia acumulada aoc longo do
desenvolvimento a scbrevivéncia parece ser maior em imaturos se desenvolvendo
em Solanum fabacifolium {(area urbana) do que em Solanum concinnum e
Solanum mauritianum {(floresta secundaria). Em Solanum tabacifolium 17% dos
ovos atingem o estagio adullo, conira 1,2 € 0,8% em Solanum mauritianum e
Solanum concinnum, respectivamente (Figura 2.3). As curvas de sobrevivéncia
construidas de acordc com ¢ metodo de Kaplan-Meier (Figura 2.4), demonstraram
resultados semelhantes aos obtidos com a sobrevivéncia acumulada (Figura 2.3).
As taxas de risco (“hazard rates”), que s&o inversamente proporcionais a
sobrevivéncia, obtidas para as curvas de sobrevivéncia, estdo de acordo com as
percentagens de sobrevivéncia acumulada, sendo menores para Solanum
tabacifolium e equivalentes para Solanum mauritianum e Solanum concinnuim
(Tabela 2.2).

As curvas de sobrevivéncia de imaturos de Mechanifis polymnia em
Soianum concinnum e Solanum mauritianum demonstraram ser equivalentes entre
si (teste log-rank; p=0,33; Figura 2.4) apresentando taxas de risco semelhantes
(Tabela 2.2).

A curva de sobrevivéncia dos imaturos em Solanum concinnum foi
significativamente diferente da curva em Solanum fabacifolium (teste log-rank;
p<0,01; Figura 2.4). A taxa de risco em Solanum concinnum foi 8,5 vezes maior
do que em Solanum fabacifolium (Tabela 2.2), indicando uma maior sobrevivéncia
nesta Gitima pianta.

Entre as curvas de sobrevivéncia de Solanum mauritianum e Solanum

tabacifolium também houve diferenca significativa (leste log-rank; p<0,01; Figura
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24). A taxa de risco foi 12 vezes maior em Solanum maurfianum do que em
Solanum tabacifoliurm (Tabela 2.2), indicando novamente uma sobrevivéncia maior

em Sofanum tabacifolium.
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Tabela 2.2. Percentagem de scbrevivéncia acumulada e taxas de risco (*hazard
rates”) para imaturos de Mechanilis polymnia em diferenies plantas hospedeiras.

Planta hospedeira % de sobrevivéncia Taxa de risco
acumulada

Solanum concinnum 0.9 0,034

Solanum maurifianum 1.2 0,048

Solanum tabacifolium 17,0 0,604
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C. CAUSAS DE MORTALIDADE

A mortalidade de ovos em Solanum concinnum foi devida principalmente 3
predacéo, entrefanto o parasitismo e causas desconhecidas também contribuiram
sensiveimente para a mortalidade de ovos (teste de Kruskal-Wallis; p<0,05; Figura
2.5). Em Solanum maurifianum a principal causa de morialidade de ovos foi 2
predacéo (teste de Kruskal-Wallis; p<0,001; Figura 2.5), sendo as causas
desconhecidas também importantes, mas com apenas uma desova sofrendo
mortalidade causada por parasitismo. Curiosamente, nenhum caso de parasitismo
ou causas desconhecidas foi observado em Solanum fabacifolium (area urbana),
onde toda a mortalidade de ovos foi causada por predacdo (teste de Kruskal-
Wallls; p<0,001; Figura 2.5). As causas desconhecidas de mortalidade
provaveimente ccorriam por causa de chuva, j4 que era guandc o0s ovos
desapareciam sem deixar sinais aos quais se poderia atribuir um fator de
mortalidade. Quando os ovos eram predados por formigas ou hemipteros, era
possivel reconhecer, a otho nu, sinais claros, como restos da parte basal do cérion
ou ovos sugados, respectivamente, que permaneciam na planta hospedeira.

Ovos em Solanum concinnum foram significativamente mais parasitados do
que em Solanum maurifianum ou Solanum tabacifolium (teste de Kruskal-Wallis;
p<0,01; Figura 3.6). A mortalidade devido & predacéo foi mais alta em Sofanum
tabacifolium (teste de Kruskal-Waliis; p<0,01; Figura 2.5). J& a mortalidade por
causas desconhecidas foi mais baixa em Solanum tabacifolium, ndo apresentando
nenhum caso deste tipo (teste de Kruskal-Wallis; p<0,001; Figura 2.5).

Também para as pupas foi possivel a distingdo entre a mortalidade

causada por predagdo e parasitismo. Nenhuma diferenca significativa na
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mortalidade devido & predagdo ou ac parasitismo foi observada entre as trés
plantas hospedeiras (leste de Kruskal-Wallis; p>0,28 para ambos; Figura 2.6);
para cada plania hospedeira as diferencas observadas entre predacéio e
parasitismo também nac foram significativas (Mann-Whitney teste U; p>0,18 para
tndas; Figura 2.8).

Como as pupas foram levadas para o campo em grupos, mas colocadas
individualmente, podemos considera-las também de forma individual. Analisando-
se desta forma pode-se verificar diferencas marcanies entre as causas de
mortalidade (Tabela 2.3}, A mortalidade por predacdo & aparentemenie
semelhante entre as rés plantas hospedeiras mas a taxa de parasitismo é
visivelmente menor em Solanum {abacifolium. isto resultou numa taxa de
sobrevivéncia maior nesta ultima planta, como jé& havia sido verificado pelo teste

estatistico realizado com os dados de grupos de pupas (Figura 2.2).
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2.3.2. INFLUENCIA DE FATORES ABIOTICOS

A. Na oviIPOSICAOD

A analise realizada ao se sobrepor o recrutamento de ovos com a
pluviosidade diaria mostra que existe um alraso de aproximadamente 2 dias enire
um pico de pluviosidade no periode e o pico de oviposigéo subsequente (Figura
2.7). Foram utilizados somente dados do nGmero de ovos para a area de florssta
{Solanum concinnum € Solanum mauritianum) porque os dados de pluviosidade
sdo desta mesma &area e, portanio, os dados da éarea urbana (Solanum
tabacifoliurm) poderiam confundir a analise.

A regressao linear realizada entre a data de inicio do acompanhamento da
desova e seu tempo de desenvoivimento foi altamente significativa (teste F:
p<0,001; Figura 2.8). Quanto mais préxime o inverno, maior foi o tempo de
desenvolvimento dos imaturos. Eniretanto, o valor do coeficiente de determinacao
encontrado (r*=0,5915) indica que apenas 59,15% da variagdc observada no
tempo de desenvolvimento pode ser atribuida & variacdo na data de inicio do
acompanhamento.

B. NO DESENVOLVIMENTO

A regressao linear realizada entre a ftemperatura média durante o
desenvolvimento da desova e seu tempo de desenvolvimento foi significativa
{teste F; p<0,01; Figura 2.8). Quanio menor a temperatura média durante o
desenvolvimento, mais tempo os imaturos levaram para atingir o 5° estadio iarval.
Entretanto, o valor do coeficiente de determinagdo encontrado (r*=0,4048) indica
que somente 40,48% da variacgo observada no tempo de desenvolvimento pode

ser atribuida a variacdo na temperatura média durante o desenvolvimento.
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Os tempos de desenvolvimento de Mechanifis polymnia de ovos até ¢ 5°
estadio foram significativamente diferentes, entre imaturos se desenvolvendo em
Solanum concinnum (média = 18,7 dias) e Solanum tabacifolium (média = 16,3
dias) (ANOVA, teste de Tukey,; p<0,05; Figura 2.10), sendo maiores em Solanum
concinnum. O tempo de desenvolvimento de imaturos em Solanum mauritianum
(meédia = 17,7 dias) por sua vez ndo diferiu significativamente dos tempos em
Solanum concinnum (ANOVA, teste de Tukey; p=0,80) ou Solanum tabacifolium

{ANCVA, teste de Tukey; p=0,70).
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2.4. Discussio
inimigos naturais

Varios dos inimigos naturais diretamente observados atacando imaturos de
Mechanitis polymnia também foram observados em outros estudos. A mortalidade
am ovos causada por vespas parasitdides foi observada anteriormente para
borboletas  Ithomiinae (Young & Moffett 1979a, Monteirc 1981), sendo
provavelmente uma causa constante de mortalidade em suas populacbes. Foi
observada fambem em outros lepidépteros, como por exemplo nas borboletas
Anthocharis cardamines (Pileridae: Pierinae) (Courtney & Duggan 1983) e
Heliconius ethilla (Nymphalidae: Heliconiinae) (Ehrich & Gilbert 1973) e em
mariposas Pyralidae (de Kraker et al. 1999). Em outras espécies, entretanto, os
observadores néo reportam mortalidade causada por parasitdides de ovos (p.e.
Pieris rapae ~ Dempster 1967, Danaus plexippus e D. chrysippus — Zalucki &
Kitching 1982, Euphydryas editha ~ Moore 1989).

Hemipteros também foram observados predando ovos de Mechanitis
isthmia (Young & Moffett 1979a). Formigas também foram observadas predando
ovos de borboletas em Danaus plexippus e Danaus chrysippus (Nymphalidae:
Danainae) (Zalucki & Kitching 1982).

Novamente, Young & Moffett (1979a) e Zalucki & Kitching (1982) também
observaram vespas predando larvas em estadios iniciais de Mechanitis isthmia na
Costa Rica e iarvas de Danaus plexippus, respectivamente. Feeny et al. (1985) e
Zalucki & Kitching (1982) também observaram hemipteros predando larvas de

Papilio polyxenes e Danaus, respectivamente. Formigas fridomyrmex foram
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observadas predando larvas de Pieris rapae (Pieridae: Plerinae) na Australia
(Jones 1987, Jones et al. 1887).

Campbell & Torgersen (1882} também observaram formigas
{principalmente Camponotus) predando pupas de Choristonsure occidentalis
(Lepidoptera: Tortricidae). Moore (1889) também observou um casoc de predacéo
em uma pupa por formiga em Euphydryas editha (Nymphalidae: Nymphalinae).

O parasitismo em pupas pode ser discutido juntamente com o parasitismo
em iarvas, visto que em lepiddpteros o parasitismo observado em pupas é
conseqiiéncia de um ataque realizado em algum estadio larval. Os parasitdides
v&0o emergir ainda das larvas ou das pupas de acordo com suas caracteristicas
particulares e caracieristicas do hospedeiro. De forma geral, vespas (Braconidae
e lchneumonidae) emergem de larvas grandes e moscas Tachinidae de pupas
{Clausen 1940). Parasitismo por moscas Tachinidae foi observado em varios
outros estudos (Dempster 1967, Courtney & Duggan 1983, Feeny et al. 1985,
Ohsaki & Sato 1994). Mechanitis polymnia nao apresentou mortalidade por outros
parasitdides gue sao bastante comuns em lepidépteros, como vespas Braconidae
(Dempster 1967, Hayes 1981, Feeny et al. 1885, Jones et al. 1887, Mocre 19889,
Kristensen 1894, Ohsaki & Sato 1994, de Kraker et al. 1999) e Ichneumonidae
(Hayes 1981, Feeny et al. 1985, de Kraker et al. 1899). Um mecanismo de defesa
que Mechanifis polymnia poderia apresentar confra as vespas parasitbides & o de
Pieris melete: o braconideo Colesia glomeratus (= Apaniteles glomeraltus) nao
conseque parasitar efetivamente larvas deste pieridec porgue seus ovos séo
mortos pelo sistema imunoldgico de defesa do hospedeiro (Ohsaki & Sato 1994).

O estudo realizado por Young & Moffett (197%9a) também néoc observou
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parasitismo por vespas Braconidae ou ichneumonidae. E necessério ressaltar que
nem este trabaiho ou o de Young & Moffett (1979a) foram planejados para verificar
este tipo de mortalidade. Larvas parasitadas por vespas poderiam morrer quando
da ecloséo dos parasitbides, cairem ac ché@o e nunca serem percebidas, sendo
computadas como desaparecimento {(predac&o neste caso). Ao menos neste
trabalho, isto & improvavel, visto que em 4 anos de criacdo em laboratério de
larvas de Mechanitis polymnia coletadas no campo, nunca foi observade este tipo
de parasitismo.

Outros predadores observados em estudos com lepidépteros, nao
registrados neste trabalho, mas que eventualmente poderiam ser causadores de
mortalidade em imaturos de Mechanitis polymnia, incluem: aranhas {Dempster
1967, Young & Moffett 1979a, Zalucki & Kitching 1982, Feeny et al. 1985, Jones st
al. 1987); outros herbivoros maiores (Moore 1989); outras lagarias de lepidopteros
(Courtney & Duggan 1983); joaninhas, baratas (Zalucki & Kitching 1982);
Carabidae, Anthocoridae, larvas de Neuroptera, larvas de Syrphidae, opilides
(Dempster 1967). Este Gltimo estudo (Dempster 1967) identificou uma riqueza
relativamente grande de predadores (seis grandes grupos) guando comparado a
outros estudos (em geral dois ou trés). Isto ndo necessariamente significa que as
populacbes de Pieris rapae estudadas estejam realmente sofrendo mortalidade
devido a um maior nimero de tipos de predadores que outras borboletas
estudadas. Dempster (1967) utilizou técnicas imunoldgicas contra todos os
potenciais predadores coletados sistematicamente por diferentes métodos na area
de estudo, atingindo assim uma ampla amostragem. Nos outros estudos agui

analisados, inclusive esta dissertacdo, apenas a observacdo direta foi utilizada
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para a identificac8o de inimigos naturais. Jones (1987) ressalta o fato de que as
técnicas utilizadas por Dempster {(1987) ndc seriam muito eficientes guando se
trata de predacgdo por insetos sociais. Neste caso, muitos individuos podem estar
envolvidos em um Onico atague ou nem sequer se alimentaram da presa mas
somente a levaram de volta para o ninho, ¢ gue n3o é suficiente para se obter
uma resposia no teste imunoldgico, causando uma estimativa errada quanto 2
identificacao dos predadores.

Seria altamente especulativa gualquer discussao em termos da importancia
destza ou daguela causa especifica de mortalidade tanto em ovos como em larvas
e pupas. A maior parte dos trabalhos realizados nfo séo planejados para
identificar ou o sistema ndo permite a identificacdo de causas especificas de
mortalidade, ocasionando a atribuicdo de grande parte da morialidade a causas
desconhecidas (p.e. Dempster 1967, Moore 1989).

Mortalidade em diferentes plantas hospedeiras

A sobrevivéncia acumulada calculada desde ovos até  adultos,
provavelmente estad sendo superestimada, ja gue do momento em que as larvas
de 5° estadio eram retiradas do campo até o momenic em que as pupas eram
retornadas, cada individuo ficava, aproximadamente, trés dias no ambiente seguro
do iaboratorioc sem sofrer causas naiurais de morialidade. A sobrevivéncia
superestimada até adultos é um fator comum a praticamente todos os trabalhos
gue fentam verificar a mortalidade durante todo o desenvolvimento dos imaturos
{p.e. Moore 1989). A grande maioria dos trabalhos observa a mortalidade de parte
do desenvolvimento dos imaturos, em geral larvas sdo trazidas para o laboratério

onde observa-se somente a mortalidade devido a parasitdides em larvas ou pupas
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{p.e. Dempster 1967, Zalucki & Kitching 1982, Feeny et al. 1985, Jones &t al.
1987, de Kraker et al. 1999), j@ que a maioria dos lepidépteros apresenta
dificuldades para se enconirar um nGmero suficiente de pupas no ambiente
natural. Apesar de a estratégia utilizada neste trabaltho permitir um
acompanhamento que reflele melhor as verdadeiras taxas de mortalidade na
natureza ela pode também introduzir um desvio na taxa de predagioc das pupas
retornadas ao campo: os locais em que as pupas foram colocadas no campoe eram
escolhidos arbitrariamente e ndo devem refletir as escolhas que as larvas fariam
a0 empuparem.

As baixas taxas de sobrevivéncia de ovos até adultos enconiradas para
Mechanitis polymnia nas plantas da floresta secundaria (0,9% em Sofanum
concinnum e 1,2% em Solanum mauritianum) estdo de acordo com as
encontradas para outros lepidépteros. Em populacbes de Pieris rapae
acompanhadas por Jones et al. (1987) a sobrevivéncia maxima (até que as larvas
empupassem) observada em uma determinada coorte foi de 34%, considerando
apenas a mortalidade por parasitismo a partir da metade do dltime estadio larval,
quando as larvas eram levadas para o laboratério. Também em Pieris rapae,
Dempster (1967) observou cerca de 10% de sobrevivéncia até que as larvas
empupassem. Kristensen (1994) observou em Pieris brassicae uma sobrevivéncia
de apenas 4% de ovos até pré-pupas. Zalucki & Kitching (1982) observaram uma
sobrevivéncia de 3 a 8% de ovos a larvas de Gitimo estadio em borboletas Danaus
plexippus e Danaus chrysyppus. Hayes (1981} observou uma sobrevivéncia de
0,5 a 2,9% de ovos a adultos em borboletas Cofias alexandra (larvas de Gltimo

estadio eram coletadas e criadas em laboratério até a ecios@o dos adultos).
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Young (1978c¢) observou uma sobrevivéncia de 23 a 31% de ovos a larvas de 3%
estadio (5 no total) em borboletas Heficonius cydno galanthus e Heliconius hecale.

Moore (1989) trabalhando com Euphydryas editha observou uma
sobrevivéncia de 0,2 a 18,6% de ovos a adulios. Neste Gitimo trabaltho as pupas
resultantes de larvas de ditimo estadio coletadas eram retornadas ao campo, onde
permaneciam durante seis dias, quando eram novamente coletadas e levadas ao
laboratorio. Desta forma, Moore (1989) conseguiu verificar a mortalidade de forma
semetlhante a verificada neste trabatho com Mechanitis polymnia. O trabalho de
Moore (1989) pode fer supersstimado um pouco mais a sobrevivéncia para
Euphydryas editha do que a que foi estimada para Mechanitis polymnia porgue as
pupas ficavam de 1 a 4 dias no laboratério depois de terem sido deixadas no
campo, alem do tempo que as larvas trazidas do campo ficavam no laboratério
(ndo ha referéncia quanto a este tempo no trabalho). No caso das larvas de
Mechanitis polymnia as larvas permaneciam apenas cerca de 3 dias no laboratério
antes de serem retornadas a¢ campo, n&o sendo coletadas de novo, como foi feito
por Moore (1889).

E interessante ressaltar que estas oito espécies citadas acima (Pleris,
rapae, Pieris brassicae, Danaus plexippus, Danaus chrysyppus, Colias alexandra,
Euphydryas editha, Heliconius cydno galanthus e Heliconius hecale) sao
consideradas impalataveis (revis6es em Brower 1984, Trigo 2000).

Feeny et al. (1985) trabalhande com Papilio polyxenes (Papilionidae)
observaram uma sobrevivéncia de 6 4% de larvas de 1° estadic a adultos (larvas
de Gltimo estadio eram coletadas e criadas em laboratério até a eclosao dos

adultos). Trabalhando com mariposas praga de arroz nas Filipinas, de Kraker et
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al. (1999) cbservaram uma sobrevivéncia de 3 a 30% de ovos até larvas de Gitimo
esiadio. As quatro espécies citadas acima (Papific polyxenes e trés mariposas)
830 consideradas de baixa ou nenhuma impalatabilidade e também apresentam
baixas taxas de sobrevivéncia, como as espécies de alta impalatabilidade.
Percebe-se que a impalatabilidade sozinha ndo deve ser utilizada para se fazer
previsbes de taxas de mortalidade no campo. Por outro lado, pode-se também
questionar muitas vezes a atribuicao de impalatabilidade a determinadas espécies
apenas baseadas em experimentos em laboratdrio ou verificacbes de seqiestro
de substancias supostamente de defesa.

As taxas de sobrevivéncia em ovos de 34% em Solanum concinnum e de
78% em Solanum maurifianum, apesar de nao diferirem estatisticamente, podem
indicar tendéncias de mortalidade diferencial nas duas plantas hospedeiras.
Moore (1989) também encontrou sobrevivéncia diferenciada em ovos de
Euphydryas editha em duas plantas hospedeiras: de 42 a 69% em Collinsia torreyi
e de 35 a 49% em Pedicuiaris semibarbata (ambas Scrophulariaceae). As
diferengas na mortalidade de ovos, geralmente, nao podem ser explicadas por
fatores como impalatabilidade adquirida devido & planta hospedeira, como pode
ser o caso em larvas. Moore (1989) explicou a diferenca observada, baseando-se
no fato de que a utilizagcdo de Collinsia torreyi por Euphydryas editha é mais
recente do que de Pedicularis semibarbata. Este fato levaria 2 uma maior
quantidade de inimigos naturais associados a Pedicularis semibarbata causando
uma maior mortalidade de ovos. Em Mechanitis polymnia o tempo de associacéo
com Solanum concinnum e Solanum mauritianum é provavelmente semethante e

nao deve ser o causador da diferenca observada. Outros fatores como diferencas
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na arquitetura das plantas poderiam estar relacionados a mortalidade diferencial,
Solanum concinnum possui folhas menores (+ 5cm de comprimenio) & mais
pilosas e um crescimenio mais ramificado do que Sofanum mauritianum cujas
folhas s@o maiores {+ 20cm de comprimento) e menos pilosas e cresce mais
verticalmente sem muitas ramificacdes. Diferentes causas de mortalidade
relacionadas as plantas hospedeiras também poderiam causas diferencas na
sobrevivéncia de ovos (ver discusao abaixe — Causas de mortalidade).

As altas taxas de sobrevivéncia em 1° (63 e 83% em Solanum mauritianum
e Solanum concinnum, respectivamente} e 22 (78 e 100% em Solanum
mauritianum & Solanum concinnum, respectivamente) estadios larvais de
Mechanitis polymnia observadas neste trabalhc esidc enire as mais allas
normalmente verificadas para lepidopteros em sistemas naturais. Young & Moffett
(1879a), trabalhando com Mechanitis isthmia, observaram uma sobrevivéncia de
apenas 8% de larvas em 1% e 2° estadios (apenas 2 de 26 grupos de larvas
chegaram ao terceiro estadio). Zalucki & Kitching (1882) observaram uma
sobrevivéncia de 40 a 58% em larvas de 1° estadio e de aproximadamente 64%
em 29 estadic em borboletas Danaus plexippus em experimentcs manipulando-se
a densidade de plantas hospedeiras na Australia. Moore (198%8) observou taxas
de sobrevivéncia de 43 a 89% em larvas de 1° estadio e de 33 a 72% em larvas
de 2° estadio em borboletas Euphydryas editha. Feeny et al. (1985) verificaram
uma sobrevivéncia de 41% em larvas de 1° estadio de Papilio polyxenes e 67%
em 29 estadio. Hayes (1981) observou uma sobrevivéncia de 48 a 68% em larvas
de 1° estadic e de 40 a 72% em 2° estddio em borboletas Colias alexandra.

Dempster (1967) observou uma sobrevivéncia de 39 a 55% em larvas de 1°
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estadio e de 76 a 85% em 2° estédio em borboletas Pjeris rapae. Kristensen
(1984) observou uma sobrevivéneia de 53 e 51% em larvas de 1° e 2° estadios,
respectivamente, em borboletas Pleris brassicae.

Esta baixa sobrevivéncia em estadios iniciais de desenvolvimento larval é
normaimente associada a uma maior vulnerabilidade a predadores, principalmente
artrépodes (Hayes 1981, Kristensen 1894). Kristensen (1994) verificou através de
experimentos com gaiolas de exclusdo que predadores vertebrados tém um papel
mais imporiante na mortalidade de larvas em estagios finais de desenvolvimento
do que arirépodes. Suposiamente, predadores artrépodes seriam pequenos
demais para manipular larvas maiores.

A aita sobrevivéncia de larvas de Mechanitis polymnia (minimo de 83%)
pode estar associada a trés fatores: (a) defesas ativas eficientes contra seus
inimigos naturais, como por exemplo através de regurgitacdo de contetdos
intestinais & movimentacdo na planta hospedeira. Foi observado durante o
acompanhamentc no campo que a regurgitacéo foi eficiente na defesa contra
moscas que tentavam se aproximar das larvas. Peterson et al (1987)
descreveram ¢ uso desta estratégia de defesa por larvas de Malacosoma
americanum (Lepidoptera: Lasiocampidae) contra formigas Myrmica americana
{Formicidae: Myrmicinae); (b) defesas passivas eficientes contra seus principais
inimigos naturais, como por exemplo camuflagem quimica (ver Capitulo If); (c)
baixa quantidade de inimigos naturais causadores de mortalidade durante o
estagio larval.

As taxas de mortalidade em pupas de Mechanitis polymnia foram altas,

chegando a 96,5% em Solanum concinnum, 92,0% em Solanum mauritianum e
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58,2% em Solanum fabacifolium. Podemos comparar a mortalidade em pupas
com ¢ trabaiho realizado por Moore {1889). Somente este trabalho retornou as
pupas ac campo {mesmgo que por apenas seis dias) para que a mortalidade fosse
estimada levando-se em conia a predacio e ndo apenas ¢ parasitismo como a
maior parte dos esiudos faz. Moore observou faxas de morialidade
consideraveimente mais baixas em Euphydryas editha do gue as observadas para
Mechanitis polymnia. Em quairo anos de estudo, a mortalidade mais alia
observada foi de 42%. Neste estudo também houve uma diferenca entre a
mortalidade de pupas enire plantas hospedeiras. As larvas de Euphvdryvas editha
utilizam uma esiratégia muito diferente das larvas de Mechanitis polymnia,
empupando abaixo do solo, de cascas de arvore ou da vegetacao (Moore 1889).
Moore acredita que a colorac@o criplica das pupas em associacdo aocs locais em
gue as pupas permanecem sd0, a0 menos em parte, responsaveis pelas baixas
taxas de mortalidade.

Hayes (1981) observou uma mortalidade de apenas 20% em 10 pupas de
Colias alexandra encontradas no campo. O tamanho da amostra € muito pequenc
para se tirar quaisquer conciusfes. E necessario ressaltar que diferentemente do
que acontece em Mechanitis polymnia, os parasitdides de Euphydryas editha e
Colias alexandra emergem sempre no estagio de larvas (Hayes 1981, Moore
1989) enquanto que em Mechanifis polymnia sempre nas pupas. Porianio deve-
se comparar apenas a mortalidade causada por predadores em pupas (ver

Causas de mortafidade abaixo).
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Causas de mortalidade

A observac@o de que as maiores taxas de mortalidade ocorrem durante os
estagios de ovo e pupa é provavelmente uma consegiiéncia do tempo maior que
os individuos passam sem poderem se defender ativamente contra inimigos
naturais nestes estagios. Young & Moffett (1879a) verificaram que desovas de
populacdes de Mechanitis isthimie da Costa Rica sofriam altas taxas de
mortalidade (83-100%) devido a infecgbes por microorganismos, parasitismoe por
vespas e predagao por tettigonideos e hemipteros. Edmunds (1878) encontrou
um desaparecimenic de 86% de ovos em Danaus chrysippus na Africa; Zalucki &
Kitching (1982) observaram uma mortalidade de ovos variando de 61 a 84% em
Danaus chrysippus e Danaus plexippus na Austrélia. E interessante ressaltar que
este aito nivel de ataque por inimigos naturais nestas trés espécies e também em
Mechantis polymnia aparentemente ndo deve ser influenciado pela presenca de
alcaléides pirrolizidinicos enconirados nos ovos de ithomiineos e estes mesmos
alcaldides e cardenolidas nos danaineos (Trigo et al. 1996k, Reichstein et al.
1968). Entretanto e conhecido que alcaldides pirrolizidinicos protegem os ovos da
mariposa Utetheisa omatrix (Arctiidae) contra besouros coccinelideos e formigas
(Dussourd et al. 1988, Hare & Eisner 1993).

As taxas de mortalidade de ovos em outros lepidopteros considerados
impalataveis (revisGes em Brower 1984, Trigo 2000) cujos ovos possivelmente
apreseniem substncias de defesa sdo varidveis tanto intra como
interespecificamente. Moore (1989) enconirou uma mortalidade de ovos de
Euphydryas editha, na Califérnia, EUA, de 31 a 65% de acordo com a pianta

hospedeira (Collinsia torreyi ou Pedicuiaris semibarbata) e com a geracdo. Jones
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et al. (1987) encontraram uma morialidade de ovos de Pleris rapae, na Austrilia,
de 50 ou 58% de acordo com a localidade. Entretanto, Dempster (1967),
frabalhando na Ingiaterra também com Pieris rapae, encontrou uma mortalidade
de ovos de apenas cerca de 10%. Na Dinamarca, Kristensen (1994) rabalhando
com Pieris brassicae, que & muitas vezes considerada mencs palatavel que Pleris
rapae {revisdo em Brower 1984), encontrou morialidades de ovos também baixas,
por volta de 16%. Haves (1981} encontrou uma mortalidade de ovos de Colias
alexandra (Pieridae), no Colorado, EUA, de 33 a 40% de acordo com a geracéo.
Courtney & Duggan (1983) trabathando com Anthocharis cardamines (Pieridae) na
inglaterra, encontraram uma mortalidade de ovos de apenas 9,6%.

Por sua vez, lepidopteros considerados mais palatdveis apresentam taxas
intermediarias de mortalidade de ovos. Feeny et al. (1985) observaram uma
morialidade de 50% em ovos de Papilio polyxenes em ithaca, EUA. Trabalhando
nas Filipinas, de Kraker et al. (1999) observaram uma mortalidade de 9 a 50% em
ovos de {rés espécies de mariposas pragas de arroz, Cnaphalocrocis medinalis,
Marasmia painalis € Marasmia exigua (Pyralidae). Neste sistema néo era possivel
diferenciar 0s ovos das trés espécies e a variacdo observada pode ter sido
causada tanto peias espécies guanto por diferentes iocais.

Por estes dados vemos que a mortalidade em ovos pode ser um fator
importante na determinacdo do numero de imaturos se desenvolvendo, e,
potencialmente, no nimerc de adultos, tanto de espécies palataveis quanto
impalataveis.

Para que o caminho inverso de raciocinio seja possivel, ou seja, inferir o

grau de impalatabilidade a partir da taxa de mortalidade ao invés de explicar a
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mortalidade com base na impalatabilidade, um maior detalhamento das causas de
moriaiidade tem que ser atingido. Mesmo assim, suas concluses seriam apenas
especulativas necessitando de comprovacgo experimental.

Se a mortalidade reflete de alguma forma o grau de palatabilidade de uma
determinada espécie, os ovos de Mechanifis polymnia poderiam ser classificados
como medianamente palatdveis, com uma mortalidade de 46% dos ovos na
floresta secundaria (em Solanum concinnum e Solanum mauritianum) e 36% na
area urbana (Solanum fabacifolium). Por outro lado, guando olhamos a
mortalidade causada apenas por predadores percebemos que z taxa de
mortalidade em Scfanum concinnum foi de apenas 168% contra 32 e 368% em
Solanum mauritianum e Solanum tabacifolium, respectivamente. Inversamente, o
parasitismo foi maior em Solanum concinnum (17%), quase inexistente em
Solanum mauritianum (1%) e ndo ocorreu em Solanum fabacifolium. E dificil,
eniretanto, discutir diferencas nas taxas de parasitismo: este somente é
perceptivel quandc os ovos permanecem tempo suficiente na planta, se forem
predados antes que o desenvolvimento do parasitdide ocorra ele naoc serd
computado, apesar de ter ocorrido. Além disto a diferenca observada no
parasitismo pode ser devido & presenga ou ndo de parasitéides na area ao invés
de ser causada por diferencas em palatabilidade.

Caso a variagdo nas taxas de predacdo e parasitismo entre as duas
espécies de plantas que ocorriam juntamente na mata (Solanum concinnum e
Solanum mauritianum) seja real, dois fatores poderiam influenciar as diferencas:
{2} ocorreu competicdo entre predadores e parasitdides, sendo gue os primeiros

foram mais efetivos em Solanum mauritianum do que em Solanum concinnum; (b)
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fatores abidticos nos locais em que cada planta ocorria levaram as diferencas
observadas na mortalidade.

OChsaki & Sato (1994), trabalhando no Japdo, também gbservaram
diferentes taxas de parasitismo em irés espécies de Pieris de acordo com a planta
hospedeira que estas utilizavam. Eles observaram também diferengas na taxa de
parasitismo de acordo com o microambiente que a planta ocupava: larvas em
plantas expostas sofriam taxas mais altas de parasitismo do que larvas em plantas
escondidas pela vegetacao circundante.

Moore (1989) também cobservou diferentes taxas de morialidade de ovos
em Euphydryas editha em diferentes plantas hospedeiras. Entretanio, ndo foram
atribuidas causas a maior parte da mortalidade observada, apesar de se sugerir
um papel importante para a predacédo neste caso.

As causas de mortalidade de pupas por parasitdides em Mechanitis
polymnia devem ser discutidas conjuntamente com a mortalidade por parasitismo
em larvas de outros lepidépteros. isto porque em ambos 0s casos (parasitéides
de larvas e de pupas) ¢ parasitismo ocorre ainda no estédio larval e a diferenca é
apenas quando os parasitdides emergem, matando o hospedeirc (Clausen 1840).
A andlise de taxas de parasitismo em larvas e pupas sofrem do mesmo problema
dos ovos: s0 € possivel computar a mortalidade por parasitismo em individuos que
néo foram predados antes de os sinais do parasitismo se fornarem evidentes.

Pupas de Mechanitis polymnia sofreram taxas de parasitismo (de 7.5 a
35,8%) dentro da variacdo normaimente observada em outros estudos. Hayes
{1981) observou taxas de parasitismo em larvas de Colias alexandra de 0 a 50%

entre geracbes. Moore (1989) observou faxas de parasitismo em larvas de




Euphydryas editha de 5 a 57%. Feeny et al. (1985), trabalhando com Papilio
polyxenes, encontraram uma mortalidade devido a parasitéides, principaimente de
pupas, de 10% com variacdo entre locais e plantas de 0 a 100%. Kristensen
(1994), por outro lado, encontrou 81,9% de parasitismo em larvas de Pieris
brassicae.

A baixa mortalidade causada por parasitéides de ovos (0%) e pupas (7,5%)
na area urbana (em Solanum labacifolium) pode estar relacionada a uma baixa
densidade destes organismos nesta drea. Ruszczyk (1988) observou uma
diminuicao na percentagem de pupas de Papilio scamader parasitadas em relacdo
a um aumento no grau de urbanizacéo e poluicdo em uma drea urbana também
na cidade de Campinas. Courtney & Duggan (1983) também observaram
diferencas em parasitismo por moscas Tachinidae que provavelmente refletiam
diferengas na complexidade estruiural dos habitats. Estes fatos podem ser uma
conseqléncia do alto grau de especializacdo comum em parasitdides (Price 1980)
que faria com que uma area com baixa produtividade e heterogeneidade, como
um ambiente urbano, se tornasse incapaz de suportar populacbes destes
organismos.

Os estudos realizados por Zalucki & Kitching (1982), Feeny et al. (1985),
Jones et al. (1887) e Moore (1989), que visaram investigar diretamente os efeitos
de plantas hospedeiras, variacdo espacial e temporal, nas taxas de mortalidade de
imaturos de lepidépteros deixam ciaro que as taxas de mortalidade podem variar
muito com relagao a estes fatores. Quaisquer tentativas de se enconfrar padrées
nas taxas de mortalidade de lepidopteros devem levar em conta estes fatores

potenciaimente causadores de variacdo. Os dados aqui apresentados para

54



Mechanitis polymnia s&o, portanto, apenas exploratérios, principalimente quando
se leva em consideracfo a escassez de dados demograficos e de tabelas de vida
de borboletas neotropicals.

influéncia de falores abidticos na oviposicéo

A analise dos dados de oviposicdo em conjunto com a pluviosidade indica
gue a umidade é um fator que influencia o recrutamento por parte de Mechanitis
polymnia. A defasagem de cerca de 2 dias observada entre picos de precipitacéo
e picos de oviposicdo pode ter ao menos duas explicacbes: (a) as fémeas de
Mechanitis polymnia apresentam uma resposta de oviposicdo defasada em
relacdo a um pico de pluviosidade; (b) as fémeas necessitam de periodos de
tempo favoravel (sem chuvas e com sol) para realizarem a oviposigao. De
qualguer forma, pode-se perceber que ¢ ajuste ndo & perfeito, 0 que indica que
outros fatores (além da pluviosidade ou tempo favoravel) atuam nas decisdes das
fémeas com relacéo a oviposicao.

Fatores abidticos podem ter grande influéncia na fecundidade realizada’ de
lepiddpieros (Kingsolver 1988). Courtney & Duggan (1983) mostraram que o©
numerc de ovos ovipostos por Anfhocharis cardamines era positivamente
correlacionado ao nimero de horas de sol durante a estacao de voo. O nimero
de horas de sol em uma geracdc pode até mesmo ser o fator chave na
determinagéo do tamanho populacional na geracdo seguinte (Courtney & Duggan
1983). A forga de fatores abidticos como estes na oviposicao, provavelmente &
mais pronunciado em espécies gue habitam regides de clima imprevisivel {em

geral, regiGes temperadas) € em espécies com tempo de vida do adulto curto.

' Namero de ovos colocados em relaciio ao total que uma fémea potencialmente poderia colocar.
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Kingsolver (1985) demonstrou para Colias alexandra que, dada sua expectativa de
vida de apenas 5 dias, em uma determinada geracdo até 25% das fémeas
poderiam ter até mesmo 30 horas propicias para oviposicgo. Enquanto que em
outra geraga@o 10% das fémeas poderiam ter menos de 5 horas disponiveis para
oviposicao devido a condictes desfavoraveis de tempo, como falta de sol e baixas
femperaturas do ar.
Influéncia de fatores abibticos no desenvolvimento

A regressao linear entre o tempo de desenvolvimento de ovos até o 5°
estadio larval e a data de inicio do acompanhamento demonstrou que ha um
aumento no fempo de desenvolvimento de imaturos de Janeiro a Abril. A principal
explicacdo para este fato pode ser a relagdo observada entre o tempo de
desenvolvimento & a temperatura média durante o desenvolviments. A tendéncia
de diminuicdc nas temperaturas médias de janeirc para abril e o conseqilente
aumento nos tempos de desenvolvimento evidenciam esta explicacdo. Entretanto,
o percentual de explicagdo na variagdo do tempo de desenvolvimento fornecido
pela variagao na temperatura média é baixo (40,48%) e ainda menor do que o
fornecido peta data de inicio do acompanhamento (59,15%). isto indica que outros
fatores, também relacionados a data de inicic do acompanhamento, estdo
influenciando o tempo de desenvolvimento dos imaturos de Mechanitis polymnia
em Solanum concinnum. Um possivel fator de introdugéo de erro nos tempos de
desenvoivimento observados pode ser um erro na data considerada que a desova
comegou a se desenvolver, pois ndo se sabe ao certo se a desova foi oviposta no
mesmo dia em que foi encontrada pela primeira vez. Isto poderia ocorrer com

mais freqiiéncia nos dias em que néo havia sido feita uma visita no dia anterior,
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sendo desovas do dia da visita computadas no mesmo dia de desovas do dia
anterior, em que nao havia acontecido visita.

Feeny et al (1985) demonstraram que larvas de Papiiic polyxenss
aumentavam seu tempo médio de desenvolvimento ao 4° estadio em quase 3 dias
{(~22% do tempo folal), provavelmente em resposia a fatores abidticos. Estes
autores afribuem esta diferenca principaimente a uma diminuicdo na temperatura
média do ar, mas naoc excluem a possibilidade de uma maior piuviosidade e
nebulosidade também acarretarem num aumento do tempo de desenvolvimenio
das larvas.

O tempo de desenvolvimenio de imaturos de Mechanitis polymnia em
Solanum concinnum foi menor do que em Solanum fabacifolium. Esta diferenga
pode ser devida a diferencas na gualidade nufricional entre as duas plantas
hospedeiras em questdo. Diferencas na qualidade nutricional afetando tempos de
desenvolvimento em lepiddpteros € um fendmeno bastante conhecido (p.e. Ohsaki
& Sato 1994). E preciso lembrar contudo que estas duas plantas hospedeiras se
encontravam em ambientes diferentes: os individucs de Solanum concinnum
estavam em uma floresta secundaria enquanto que os de Solanum fabacifolium
estavam em uma area urbana. As temperaturas no interior de uma mata sao
claramente mais baixas do que nos arredores urbanizados. Caso seja verdadeira
a relacdo inversa observada enire a temperatura média durante o
desenvolvimento e o tempo de desenvolvimento seria esperado que este ltimo
fosse mais curtc na area urbana (Solanum fabacifolium) gque, provavelmente,

apresentou femperaturas mais altas do gue a floresta secundaria.
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3. CapltuLo i
LiPiDIOS CUTICULARES NA DEFESA DE IMATUROS DE MECHANITIS POL YMNIA
3.1. INTRODUGAC

Estratégias de defesa de larvas de lepiddpieros contra pradadores e
parasitdides incluem basicamente a cripticidade e o aposematismo; ambos
osmodos de vida refletem pressdes seletivas de seus inimigos naturais (Stamp &
Wilkens 1993; Bowers 1983). Embora ocorra um continuo entre cripticidade e
aposematismo (Stamp & Wilkens 1993), pode-se conceituar o primeiro como
alguma caracteristica que forna um organismo menos aparente para seus inimigos
{p.e. aparéncia ou comportamento - para mais referéncias ver Stamp & Wilkens
1993} ou entdo quando seu padréo de coloracdo € uma amostra aleatéria do pano
de fundo do ambiente (Endler 1991), e aposematismo como um atributo (p.e.
colorag@o conspicua, gregarisme, & comportamento sedentario) que adverte
possiveis predadores do gosto ou odor desagradavel de uma presa {ver Bowers
1993).

Mimetismo e camuflagem sdo formas de defesa muito utilizadas por
Iepidopteros contra inimigos naturais. Inicialmente estes termos sdo facilmente
diferenciados por se aplicarem a fendmenos bem distintos, entretanto quando se
deseja uma definicdo mais abrangente, varios problemas sic percebidos (Endler
1881). Em varias situagbes ¢ dificil se atribuir uma determinada situacéc a um ou
outro fendmeno.

Uma série de autores tentaram definir de uma forma mais precisa
mimetismo e camuflagem utilizando como critérios desde a origem do sinal até os

efeitos da similaridade na aptid&o do modelo (ver Vane-Wright 1975, Endler 1981,
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Pasteur 1982, Maicolm 1980, Starrett 1993). Apesar disto uma das definicbes
mais utilizadas e considerada das mais Gteis (Malcolm 1990) é a de Vane-Wright
{1976, p. 50) que diferencia os dois fendmenos de acordo com o interesse do
operador no modelo que estd sendo simuladoc e com a percepgéo ou nao do
mimico. Quando o modelo € desinteressante (ou ndo é percebido) para o©
operador o fendmeno € classificado como camuflagem (utiliza coloragéo criptica) e
guando € do interesse (ou & percebido) do operador, como mimetismo. Em
lepidopteros em geral o mimetismo estd intimamente ligado ac aposematismo
desde o trabalho inicial de Bates (1862). Howard et al (1990) definiram
mimetismo e camuflagem de maneira diferente para casos especificos de
mimetismo e camuflagem quimicos (ver revisdo em Stowe 1988, Detiner & Liepert
1994). No caso de mimetismo e camuflagem quimicos definidos por Howard et al.
(1990) um organismo utiliza o mimetismo quimico quandc biosintetiza a(s)
substancia(s) em questao e uiiliza a camuflagem guimica quando o organismo
adquire a(s) substancia(s) do modelo. A definicdo de Howard et al. (1990) & muito
discrepante daqueia mais comumente utilizada de Vane-Wright (1976) e ndo leva
em consideracac o operador que, muitas vezes, pode ser o gerador de presséc
seletiva sobre o sistema causando a .evoiugéo do mecanismo de semeihanga. Por
este motivo utilizaremos uma definicdo de camuflagem quimica que leva em
consideracdo os conceitos expostos por Vane-Wright (1978): um organismo esta
utilizando uma estratégia de camuflagem quimica gquando as substancias
presentes no modelo, que ele adquire do modelo ou biosintetiza, o tornam

desinteressante ou fazem com que ele nao seja percebido pelo operador.
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Mecanismos de impalatabilidade, muitas vezes associados a coloracéo de
adverténcia, podem ser pélos ou espinhos urticantes, osmetéric ou outras
glandulas eversiveis, regurgitacdo, presenca de substancias téxicas de origem
vegetal nos intestinos e segiestro de substancias guimicas de suas plantas
hospedeiras (Bowers 1883).

Em relaco a defesa quimica em larvas, estas 880, na maioria das vezes,
relacionadas com estratégias de forrageamento, isto &, o que a larva come e o gue
ela seqliestra. Muitas vezes relacionam-se observacbes de palatabilidade com a
riqgueza de plantas ulilizadas como alimento pelas borboletas em questdo,
constatando-se que lepidopteros considerados generalistas tendem a ser mais
palatdveis que lepidopteros especialistas (Bernays 1988, Bernays & Cormelius
1989, Dyer & Floyd 1993, Dyer 1995). A partir desta constatacéo sugere-se que
lepidopteros especialistas seqgilesirem substéncias do metabolismo secundario
(SMS) de plantas e fornem-se defendidos quimicamente conira predadores
enquanto que generalistas excretariam as SMS obtidas em seu alimento.

E curioso notar que dos estudos envolvendo defesa quimica de larvas, p.€.
em lLepidoptera, a grande maioria (aproximadamente 80%) mostra os efeitos
deste tipc de defesa contra predadores vertebrados (Witz 1990). Muitos
lepidopteros que apresentam “supostas defesas quimicas™ sdo aposematicos e
seqlestram compostos de plantas que séo afivos contra predadores veriebrados;
por exemplo: Danaus plexippus seqiliestrando cardenolidas de Asclepias (Brower
1984), Tyria jacobaeae, Hyalurga syma e Tithorea harmonia seqiestrando

alcalGides pirrolizidinicos de Senecio, Heliotropium e Prestonia, respectivamente

¢ Nao foram comprovadas através de bicensaios contra predadores.
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(Boppré 1980, Trigo et al. 1883, 1896a), e Balfus polydamas seqgliestrando acidos
aristoléguicos de Aristolochia (Kiitzke 1992, Brown et al. 1985, Morais 1897).
Entretanto, varios aulores observaram que inveriebrados também sao importantes
predadores de larvas e estas muitas vezes s&o protegidas devido a substancias
seqiesiradas das plantas. Eumaeus alala (Lycaenidae) € protegida contra
formigas devido & cicasina, um alcaldide obtido de sua planta hospedeira, Xamia
fioridana (Cycadaceae) (Bowers & Larin 1989), Uresiphita reversalis (Pyralidae),
contém alcaibides quinolizidinicos segliestrados de sua planta hospedeira
{Genista monspessulana - Papilionaceae), que apresentam atividade deterrente
contra formigas e vespas (Montllor et al. 1881). Embora o significado das
respostas de predadores invertebrados ao aposematismo de larvas néo seja muito
discutido, alguns estudos mostram que aiguns destes predadores podem aprender
e evitar subseqiientemente presas similares sem contato. Berenbaum & Miliczky
(1984} mostraram que depois do primeiro encontro com o hemiptero Oncopeifus
fasciatus, que contém cardenolidas, mantideos aprenderam a rejeitar tanto presas
palataveis como impalataveis que apresentassem o mesmo padrio de coloragéo.
Formigas aprenderam a evitar larvas aposematicas de crisomelideos sem contato
das antenas ou mandibulas, depois do primeiro contato inicial (Dejean 1988).
Entretanto Dyer & Bowers {1996} mostraram que a formiga Formica planipiles ndo
tem capacidade de aprender a evitar larvas do lepidéptero Junonia coenia que
seqliestram glicosideos iridoides de Planfago lanceolata (Plantaginaceae).

Larvas de insetos podem ser cripticas afravés de uma série de
caracterisiicas, que incluem: (i) coloracdo da larva; (ii) alteracdo da folha da planta

hospedeira, (iil) pouca movimentacdo; (iv} evitar disseminar pistas olfativas,
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auditivas ou tateis (Stamp & Wilkens 1893). Espelie et al. (1891) sugerem a
possibilidade de um herbfvore ser quimicamente criptico por ter lipidios cuticulares
semelhantes aos de sua planta hospedeira.

Lipidios cuticulares de insetos tém como funco primaria minimizar a
transpiracao e proteger insetos terrestres contra dessecacio, mas devide ao fato
de que eies se encontram na superficie do corpo, aiguns de seus componentes
estdo envolvidos, de varias formas, em comunicacdic quimica intra e
interespecifica (Lockey 1988, Howard 1983). Em particular, a fracdo de
hidrocarbonetos dos lipidios cuticulares, além de participarem na minimizac3o da
perda de agua, mediam uma série de interacBes entre insetos, atuando como
feromOnios sexuais, mimicos na integragdo em coldnias de insefos sociais,
mimicos na exploracéo de mutualismos entre formigas e plantas e entre formigas
e insetos (Nelson 1978, Howard & Blomaquist 1982, Stowe 1988, Dettner & Liepert
1984). Em alguns casos postulou-se que hidrocarbonetos cuticulares seriam um
dos principais s& néo o mais importante caracter quimico de alguns sistemas de
reconhecimento envolvendo insetos sociais (Howard et al. 1980; Howard &
Biomguist 1982).

Foi demonstrado em algumas espécies de lepiddpteros, que componentes
polares de sua cuticula, como acidos graxos de cadeias curtas (C6-C12) seriam
efetivos contra a agdo de fungos patogénicos. Este tipo de lipidios e outros
tambem oxigenados comoc aldeidos e alcoois potencialmente poderiam ser
efetivos na protegao contra inimigos naturais (Buckner 1993), mas este tipo de

funcdo ainda precisa ser demonstrada.
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Nas borboletas da subfamilia lthomiinae, alcaldides pirrolizidinicos s&o
responsaveis pela protecdo gquimica de adultos conira predadores (Brown 1984,
1985, 1987, Trigo 1988, 1983; Trigo & Chemin 1896; Trigo et al. 1998a; Silva
2000). Estes alcalbides apresentam duas principais sindromes de aguisicao
dentro desta subfamilia:

1. Larvas seqlesiram alcalbides pirrolizidinicos de suas plantas
hospedeiras (p.e. Presfonia ou Parsonsia - Echiloideae,
Apocynaceae) e transferem para os aduitos afravés da pupa; os
adultos também segliestram os alcaldides de plantas visitadas como
recurso alimentar ou simplesmente para aguisicéo dos mesmos (p.e.
Eupatorium-Asteraceae e Hsliofropium-Boraginaceae); lthomiinae
mais primitivos como Teflervo, Tithorea e Aeria pertencem a esia
sindrome (Trigo & Brown 1990, Brown et al. 1991, Orr et al. 1996,
Trigo et al. 1996a,b).

2. Larvas se alimentam de Solanaceae, familia que ndo apresenta
alcalbides pirrolizidinicos, e os adultos seqliestram estes alcaldides
como na sindrome acima (Brown 1984, 1985, 1987; Brown et al.
1991; Trigo et al. 1996a,b).

Em relacao as esiratégias de defesas de larvas de lthomiinae, algumas
caracteristicas sdo conhecidas, embora pouco estudadas: 1. coloragdo conspicua
x criptica; 2. seqlestrar ou néc substancias da planta hospedeira; 3.
comportamento gregario x isolado; 4. utilizacdo ou nao de regurgitc como
estratégia de defesa (Brown & Freitas 1994 Freitas et al. 1996; Freitas, Brown &

Trigo comunicag@o pessoal). Algumas destas caracteristicas sdo normalmente
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enconiradas em associacdo em uma mesma espécie como aposematismo e
gregarismo {Harvey et al. 1982). Muito ¢ discutido com relagéo a ordem em que
estas caracteristicas aparecem no tempo evolutivo e também com relacdo as
condighes que favorecem ou ndo o aparecimento das mesmas (p.e. Turner 1984,
Silién-Tullberg 1988).

Freitas et al. (1996) verificaram que larvas aposematicas e gregérias do
ithomiineo Placidula euryanassa sequestravam aicaldides tropanicos da solanacea
Brugmansia suaveolens, enquanto que larvas cripticas e gregarias de Miraleria
cymothoe se alimentando da mesma plania, excretavam fofalmente estes
alcaldides nas fezes.

Come existem poucos estudos sobre defesas quimicas em imaturos
de borboletas ithomiinae, essa tese teve como objetivo estudar esses mecanismos
de defesa em uma espécie, Mechanitis polymnia. Decidiu-se estudar esta espécie
porque as larvas desta borboleta sdo abundantes na regido de Campinas,
apresentam caracteristicas consideradas tipicas de insetos impalataveis como
comportamenio gregario, ndc-evasivo e oligofagia (Bowers 1980, Bowers 1992),
entretanto sua coloragédo nao pode ser considerada conspicua (ver Figura 2.1).
Por outro lado, larvas de uma mesma espécie, inclusive de Mechanitis polymnia,
modificam consideravelmente seu padrac de coloracdo durante seu
desenvolvimento podendo ser consideradas tanto cripticas, quanto com coloragdo
conspicua, dependendo do ponto de vista e referencial, tornando esse caractere
subjetivo e impreciso. Larvas de Mechanitis polymnia se alimentam de varias
espécies de Solanum (Solanaceae) (Brown 1985, Drummond & Brown 1987,

Brown & Freitas 1994) que apresentam aicalbides esteroidais, sesquiterpenos e
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possivelmente outras subsiéncias consideradas de defesa (Schreiber 18978,
Harborne 1986). Entretanto ateé o presente momento somente Nash et al. (1993)
encontraram alcalbides tropénicos pollidroxilados (calistegina A-3 & B-2) em
adulios de Mechanitis polymnia seqiestrados da planta hospedeira da larva,
Solanuim tuberosum.

A partir das cobservacdes na natureza (ver Capilule [}, realizaram-se
experimenios de palatabilidade em laboratério para facilitar a identificagéo das
possiveis defesas quimicas em larvas de Mechanitis polymnia. Outros objetivos
deste capitulo inclufram:

(8) a andlise de lipidios cuticulares de lepidopteros e respectivas plantas

hospedeiras;

(b) & realizacdo de experimentos para comprovar a eficiéncia do

mecanismo de camuflagem quimica proposto;

(c) a realizagdo de experimentos para comprovar ¢ papel dos lipidios

cuticulares no mecanismo de camuflagem quimica;

(d) a verificacdo dos indices de similaridade guimica de outros lthomiinae e

suas respectivas plantas hospedeiras.

3.2. MaTERIAL E METODOS
3.2.1. DEFESAS QUIMICAS EM IMATUROS. BIOENSAIOS COM LEPIDOPTEROS VIVOS.
O primeiro passo na tentativa de se identificar tipos de defesa quimica de
larvas de Mechanifis polymnia conira predadores foi a observacao em iaboratério
do comportamento de um predador generalista em relacdo a larvas vivas dessa

espécie. Para se comparar as estratégias de defesas quimicas dessa espécie
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com a de outros ithomiinae foram utilizadas mais trés espécies de borboletas da
subfamilia lthomiinae: Methona themisto Hibner, Epityches eupompe Geyer e
Placidula euryanassa Felder & Felder, escolhidas peia disponibilidade no campo e
por apresentarem estilos de vida diferentes de Mechanitis polymnia (Figura 3.1A),
respectivamente: aposematico e solitério (Figura 3.1B); criptico e solitario (Figura

3.1C) e aposematico e gregério (Figura 3.1D).
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Para 0s biocensaios, fol utilizada como modelo de predador, a formiga
Camponofus crassus Mayr (Hymenoptera: Formicidae: Formicinae), desde gue
pradacdo por formigas pode ser considerada a maior causa de mortaiidade de
larvas de borboletas ndo mirmecdfilas em suas plantas hospedeiras (ver Smiley
1885, Jones 18987, Freitas & Oliveira 1998). Esta espécie neofropical &
considerada arboricola, ufilizando troncos vivos ou mortos e caidos para a
consiruco de seus ninhos (Kusnezov 1951) e é freglentemente encontrads
pafrulhando piantas hospedeiras de Mechanitis polymnia @ outros ithomifneos e
guardando homdpieros quando sestes estdo presentes. Utllizaram-se
primeiramente larvas vivas com o objetivo de reproduzir mais acuradamente as
condigfes em gue ocorriam 0s encontros presa (larvas de borboleta) predador
(formigas) na natureza, como fol observado para Mechanitis polymnia durante o

acompanhamento no campo {ver Capitulo i).

3.2.1.1. COLETA FE MANUTENGAO DE ORGANISMOS

A, CAMPONOTUS CRASSUS

As colbnias de C. crassus foram coletadas na Reserva Bicldgica e Estacdoe
Experimental de Mogi Guacu (22°18'S, 47°10W), Mogi Guacu, SP e
apresentavam ndamerc de operarias semelhante entre si (estimativa visual - o
numero de individuos ndo foi contado). As coldnias foram mantidas em tubos de
ensaio (18 x 2,5 cm - comprimento x didmetro), envolvidos com papel de celofane
vermelho, montados em bandsejas plasticas quadradas (20 x 20 x 8 cm -
comprimento x largura x altura), esta bandeja era conectada a uma outra bandeja

cireutar {15 x 7 cm - didmefro x altura} usada como arena de forrageamento.
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Ambas as bandeijas tinham suas paredes laterais internas cobertas com Fluon®
para impedir gue as formigas escapassem. Um tubo de ensaio com agua ficava
disponivel todo o tempo para cada coibnia e alimento era oferecido diariaments
(solucdo aguosa de sacarose 50%, e 1 vez por semana: uma larva de 4° ou 5°

estadio da mariposa noctuidea Spodopfera frugiperda).

B. IMATUROS DE LEPIDOPTEROS

Imaturos de Mechanilis polymnia utilizados nos testes foram coletados no
campus da UNICAMP (22°49'8, 47°05'W), Campinas, 8P, na Fazenda Santa Elisa
(22°53'8, 47°05'W), Campinas ,SP e na Serra do Japi (23°15'S, 46°52'W), Jundiai,
SP; de Methona themisto em ambientes urbanos em Campinas, SP; de Epifvches
eupompe e de Placidula euryanassa na Serra do Japi, Jundiai, SP. Apéds a coleta
no campo, os organismos foram criados em folhas de suas respectivas plantas
hospedeiras, Solanum tabacifolium para Mechanitis polymnia, Brunfelsia uniflora
(Pohl) D. Don para Methona themisto, Aureliana fasciculata (Vellozo) Sendt. para
Epityches eupompe € Brugmansia suaveolens (Willd.) Sweet para Placidula
euryanassa até serem utilizados nos testes. As quatro espécies de plantas
hospedeiras acima pertencem & familia Solanaceae.

Foram utilizados todos os estadios larvais de Mechanitis polymniae o 1°, 3°
e 5° estadios de Methona themisto, Epityches eupompe e Placidula euryanassa

em bioensaios em laboratério.
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3.2.1.2. BIOENSAIOS COM CAMPONOTUS CRASSUS

A colbnia de formigas a ser utilizada no feste era alimentada normaimente
com solugio aquosa de sacarose 50% ou de mel e com uma larva de Spodoptera
frugiperda 48 horas antes do inicio do feste para se padronizar o nivel de
alimentacao entre as colbnias utilizadas.

Larvas experimentais a serem tfestadas eram oferecidas as colénias em
folhas de suas plantas hospedeiras colocadas em um pequeno vidro com agua
para que se mantivessem tdrgidas durante as 24 horas de duracdo do
experimento. Larvas gregérias (Mechanitis polymnia e Placidula eurvanassa)
eram oferecidas em grupos de cinco individuos e larvas isoladas (Mefhona
themisto e Epityches eupompe) uma a uma. Apds estas 48 horas (contadas a
partir do momento em que se ofereceu a larva de Spodoptera frugiperda), era
oferecido o organismo ou grupo de organismos (no caso de larvas gregarias) a ser
testado. Vinte e guatro horas depois era observado se os organismos haviam sido
removidos ou mortos pelas formigas.

Duas categorias de resposta das formigas em relacdo as larvas foram
estipuladas para este teste:

1. preda: caso as formigas atacassem o organismo, o matassem e o
transportassem para a coldnia, para alimentacéo de seus imaturos: neste caso o
teste era considerado encerrado;

2. ndo-preda: caso as formigas ndo matassem o organismo apés as vinte e
quatro horas; neste casc era imediatamente oferecida uma larva controle de
Spodoptera frugiperda, nas mesmas condicdes dos testes realizados com larvas

experimentais, ou seja, colocada em uma folha de uma planta onde Spodopiera
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frugiperda tem um desenvolvimentc compardvel a uma de suas plantas
hospedeiras (Ricinus communis - Euphorbiaceae) {(Ferraz 1991). As larvas
experimentais n&o predadas pelas formigas eram criadas até o proximo estadio ou
estagio para se certificar de que as formigas n&o afetaram a sobrevivéncia; caso
as larvas sobrevivessem o teste era considerado encerrado. Nesta resposta, se a
larva controle (Spodopfera frugiperda) n3o fosse consumida, o teste era
descartado.

A partir dos resultados deste experimento, as espécies foram agrupadas em
duas categorias refletindo sua aceitacdio como presa pelas formigas, para
posterior comparagdc com os resultados de similaridade quimica (ver item
3.2.2.2)

1. ALTA TAXA DE PREDACAQ: espécies de lepidépteros em que mais de

80% das larvas fossem predadas.

2. BAIXA TAXA DE PREDACAOQ: espécies de lepidépteros em que mais de

80% das larvas fossem ndo-predadas.

Nas duas tltimas respostas, se a larva controle (Spodoptera frugiperda) néo
fosse consumida, o teste era descartado.

A diferenca na percenfagem de larvas predadas entre as espécies de
ithomiineos no bioensaio com lepiddpteros vivos (experimentos de estadios
diferentes agrupados) foi testada através do teste de Kruskal-Wallis {Sokal & Rohlf
1995). Utilizou-se este teste ndo-paramétrico uma vez que as percentagens de
predagéo nac apresentavam distribuicdo normal mesmo apés sua transformacgéo

em arcoseno da raiz guadrada da proporgao.
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3.2.2. LipIDIOS CUTICULARES COMO SUBSTANCIAS QUIMICAS PROMOVENDO DEFESA,

Os resultados obfidos nos experimentos com as larvas vivas indicaram
algum mecanismo atuando na cuticula das larvas (ver Resultados: item 3.3.1),
visto que a rejeicdo das larvas se dava apenas através do confato superficial,
como tambeém sugerido por Montlor et al. {1981) para oufro sistema predador-
presa. Uma classe de substancias potencialmente responsével por defesas deste
tipo seriam os lipidios cuticulares. Mais importante foi o fato de as formigas
apresentarem um comportamento muito peculiar com as larvas de Mechanitis
polymnia {ver Resultados: item 3.3.1) indicando que, provaveimente, o tipo de
defesa usado por esse lepiddptero seria algum tipo de defesa quimica que atuava
no mecanismo de reconhecimento de presas por Camponofus crassus. Lipidios
cuticulares teriam algum papel nesta defesa? Formulou-se a hipbtese de
camuflagem quimica segundo a qual as espécies que fossem reconhecidas como
presa por Camponotus crassus teriam o padréc de lipidios cuticulares diferentes
de suas plantas hospedeiras, enquanto que Mechanifis polymnia teria um padrao
bem semelhante ao de suas plantas hospedeiras, ndo sendo reconhecida como

presa.

3.2.2.1. EXTRACAC £ ANALISES DE LIPIDIOS CUTICULARES

Todas as larvas de lepidopteros utilizadas na extracdc dos lipidios
cuticulares foram criadas, quando possivel, em folhas de um Unico individuo de
sua pianta hospedeira. Quando as larvas atingiram o inicio do estadio de pré-
pupa elas foram mortas por congelamento em freezer doméstico (-15°C).

Realizando-se a extracdc nesse estadioc de desenvolvimento evita-se a
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contaminacdc do extrato por material ingerido, jd que seu intestino se encontra
vazio. A extracao se deu da seguinte maneira {modificado de Haverty et al. 1986
e Young & Schal 1897): cada individuo ou grupo de larvas era imersoc em 5 mi de
hexano para andlise de residuos organicos {SupraSolv, Merck, Alemanha) por 8
minutos®. Apés este periodo, era adicicnada uma pequena quantidade de sulfato
de sbdio anidro para relirada da agua do exirato e este era filirado em algodao
para retirada do sulfato de sddio. © volume resultante era seco em fluxo suave de
nitrogénio e redissolvido em gquantidade adequada de hexano para analise (em

geral de 100ul 2 1mi).

Além da exiracg8o das larvas foi feita a exiracéo dos lipidios cuticulares das
folhas de suas plantas hospedeiras da mesma forma descrita acima para os
iepidopteros, para posterior comparacdo do padrdo gquimico dos lipidios
cuticulares.

Tanto os extratos dos lepidopteros quanto os extratos das folhas foram
analisados através de cromatografia gasosa-espectrometria de massas (GC-MS)*
por impacto de eléfrons em um cromatdgrafo a gas Hewlett Packard 6880,
equipado com injefor automatico Hewlett Packard 7683 e uma coluna de silica
fundida (HP-SMS 5% fenil 95% metil siioxane capilar 30mx250umx0,25um
nominal, Hewlett Packard) diretamente acoplado a um detector seletivc de massa
Hewlett Packard 5973. Condi¢bes: temperatura de injecdo: 250°C; programa de

temperatura: 3 minutos a 70°C, de 70 a 300°C a 10°C/min, 20 minutos a 300°C;

3 pcredita-se que este soivente aliado a este tempo de extracio seja suficiente para a exiragio de
praticamente todos os lipidios cuticulares sem gue haja exiracdo de lipidios intemos do inseto
gYoung & Schal 1997).

Gas chromatography-mass spectrometry.

73



gas de arraste He 1mi/min; energia de ionizagéo de 70 V. Em todas as anslises
foi utilizada uma ampilitude de 40 a 600 uma no especirdmetro de massas.

£m cada grupo de exiragbes realizadas foi retirada uma amostra de mesmo
volume do hexano utilizade e este foi reduzido para aproximadamente 100ul
passando-se pelo mesmo processo de secagem e filiragem das extragbes. Com
esta amostra foi feita andlise por GC-MS da mesma forma que a descrita acima
para os extratos de folhas e de lepidopteros para se detectar quaisquer impurezas
presentes no solvente utilizado na obtencao dos extratos.

As substancias presentes nos extratos foram identificadas através de quatro
métodos: (i} pelo padréo de fragmentacdo de massas; (i) por comparagdo com
dados de literatura e biblioteca de espectros (NIST98); (iii) por comparacéo com
os tempos de retenclic de padrées de alcanos lineares injetados nas mesmas
condigdes acima; (iv) e com o auxilio do célculo de um indice de retencao das
substancias por regresséo exponencial (rampa nao isotérmica, tempo de retencdo
até 26,000 min.} (modificado de van den Dool & Kratz 1963) ou do indice de
Kovats (parte isotérmica do programa de temperatura, tempo de retencdc de
26,000 a 46,000 min.).

Van den Dool & Kratz (1963) utilizam uma relacgdo linear entre o nimero de
carbonos de n-alcanos e seu tempo de retengio. Entretanto, verificou-se que o
melhor ajuste para esse tipo de curva é exponencial (ver Figura 3.2). Desta forma
utilizou-se a seguinte férmula para o calculo do indice de retencdo para

substancias com tempo de retencao até 26,000 min.:
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IR=[7,5655x2,7182(0,0527xTR)]x100
onde: IR= indice de retencéo;

TR=tempo de retencéo.

Para substancias com tempo de retengéc maior gue 26,000 min. utilizou-se
a seguinte formula do indice de Kovats retirada de Heath & Dueben (1998):
IR=(100y)+100(z-y)x[(log t' -iog t')(l0g t'ry - l0g £y}
onde: IR= indice de Kovats;
x=substancia cujo IR esta sendo calculado;
y=alcano linear com y carbonos que elui antes de x;
z=alcano linear com z carbonos que elui depois de x;

t’~tempo de retencao.

A andlise por impacto de elélrons raramente produz o ion molecular de
hidrocarbonetos. Entdo, adicionaimente, algumas amostras mais representativas
em termos de diferentes padrées de fragmentacio foram analisadas por GC-MS
por ionizacao quimica positiva com gas metano, utilizando-se 0 mesme aparelho e
coluna descritos acima, e nas seguinies condigbes: temperatura de injecéo:
250°C; programa de temperatura: 3 minutos a 40°C, de 40 a 70°C a 20°C/min, de
70 &4 300°C a 10°C/min, 20 minutos a 300°C; gas de arraste He 1mi/min; ionizagéo
quimica por gas metano a 20psi e fonte de ions a 150°C. Os espectros de massa
obtidos por este método sempre mostram ¢ ion molecular das substancias,

facilitando a elucidac&o esfrutural das moléculas quando ufilizado conjuntamente
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com o padrao de fragmentacgdo por impacto de elétrons. E preciso salientar,
entrefanto que para hidrocarbonetos saturados de cadeia longa e seus derivados
(aicodis, alcenos, aldeidos), ao contrério de outras classes de substancias, o pico
base do espectro de massas néc € [M+H]" | e sim o ion [M-HI" (Lange et al. 1989

e referéncias ali citadas).

3.2.2.2. SIMILARIDADE QUIMICA VERSUS PREDACAO POR FORMIGAS

O segundo passo na comprovacéo da hip6iese proposta foi a verificacdo do
grau de similaridade do padrdo de hidrocarbonetos cuticulares larva - planta
hospedeira e sua correlaglo com a porcentagem de predacéo nos experimentos
de mortalidade de larvas vivas descritos acima (item 3.2.1.2). Para isto 5
individuos de Mechanitis polymnia, 8 folhas de Solanum tabacifolium (amostra 1),
10 iarvas de Methona themisto, 16 folhas de Brunfelsia unifiora, 3 individuos de
Epityches eupompe, 35 foihas de Aureliana fasciculata, 20 larvas de Placidula
euryanassa e 14 folhas de Brugmansia suaveolens foram extraidas e analisadas

nas condigbes acima descritas (Tabela 3.1).
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A similaridade do padr8o quimico dos lipidios cuticulares de cada par
larva - planta hospedeira foi estimada através do indice de Morisita, de acordo
com a férmula adaptada retirada de Krebs (1989):

C =22 XA N
onde: C, = indice de similaridade de Morisita enfre as amostras je &;
Xy, X = abundancia relativa da substancia / na amostra j e na amostra k;
N; = 2 X = abundancia relativa total de substéncias na amostra j (sempre
100%);
My = Z Xy = abundancia relativa tolal de substéncias na amostra k (sempre
100%);
A = {ZTXHX DY NGNS

Az = {ZXud X Y INK(N-1)].

Woida (1981) considerou o indice de Morisita o melhor indice de
similaridade dentre os 22 indices analisados no seu estudo. O indice de Morisita
varia de 1 (total similaridade) a 0 (nenhuma semelhanca). Foram consideradas
para a andlise apenas as substancias com abundéncia relativa maior que 1% em
cada amostra. Substancias com abundancia relativa menor que 1% tém um efeifo
desprezivel no calculo do indice.

Para se testar a hipdtese de que espécies de borboletas com alio grau de
similaridade entre o padrdo quimico de seus lipidios cuticulares e ¢ padrao
guimico de suas plantas hospedeiras nao seriam reconhecidas como presa por
Camponolus crassus e vice-versa estava de acordo com os resuitados obtidos até

o momento, foi feita uma comparacdo enire os indices de similaridade das
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amostras de espécies com ALTA TAXA DE PREDACAD nos ensaios contra
Camponotus crassus em laboratorio com os indices de similaridade das amostras
de espécies com BAIXA TAXA DE PREDACAD.

A nica espécie com baixas taxas de predacéc nos experimentos com
larvas vivas contra Camponoius crassus foi Mechanitis polymnia {ver Resultados:
item 3.3.1). Entdo para que fosse possivel uma comparacéo estatistica entre os
indices de similaridade de espécies reconhecidas (ALTA TAXA DE PREDACAQ) e
ndc reconhecidas (BAIXA TAXA DE PREDACAQ) como presa por Camponoius
crassus, outras amosiras de Mechanifis polvmnia foram tomadas e cada amosira
teve seu indice de Morisita calculado. Desta forma, (i) uma amostra de Mechanitis
polymnia se alimentando de Solanum paniculatum; (i) ouira amostra de
Mechanitis polymnia se alimentandc de um individuo de Solanum tabacifolium
{amostra 2) diferente da amostra 1; (iii) Mechanitis polymnia se alimentando de
Solanum mauritianum e (iv) Mechanitis polymnia se alimentando de uma espécie
ndo identificada de Solanum (sp1) foram extraidas e analisadas, como acima®
(item 3.2.2.1) (Tabela 3.1). E conveniente salientar que somente individuos da
amostra 1 de Mechanitis polymnia em Solanum tabacifclium foram utilizados nos
experimentos realizados. As outras amostras de Mechanitis polymnia foram

tomadas apenas para permitir analises estatisticas.

® Como ndo é conhecida a variagSo nos lipidios cuticulares de iepiddpteros & solandceas, decidiu-
se utilizar como unidade amostral cada individuo de pianta em que as larvas se alimentavam para
se definir g separacio entre amosiras.
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Os indices de similaridade para os pares de espécies lepidéptero — planta
hospedeira que tiveram ALTA TAXA DE PREDACAO (mortalidade > 80%) nos
experimentos com Camponofus crassus em laboratério foram comparados com os
indices de similaridade dos pares de espécies gue tiveram BAIXA TAXA DE
PREDACAQO (mortalidade < 20%), considerando-se o indice de cada par uma
amostra, através de teste f de Student apds transformacao de arcoseno da raiz

quadrada da proporgao.

3.2.2.3. EXPERIMENTOS DE MUDANGA DA SIMILARIDADE QUIMICA ATRAVES DE MUDANGA
DA PLANTA HOSPEDEIRA

De acordo com a hipétese proposia de camuflagem quimica por lipidios
cuticulares era esperado que as larvas de Mechanitis polymnia gue fossem
colocadas em situacao de baixa similaridade com a foiha tivessem uma taxa de
predagdc mais alta do que as larvas colocadas em folhas de sua planta
hospedeira, Solanum tabacifolium em situacéo de alta similaridade. Desta forma,
uma outra estrategia para se investigar o papel de lipidios cuticulares na defesa
contra Camponotus crassus foi simular experimentalmente uma diminuicdo na
similaridade do padréo quimico entre larvas de Mechanitis polymnia e sua planta
hospedeira. Para isto larvas de Mechanitis polymnia em 5° estadio (pré-pupa)
foram liofilizadas’ e coladas com cola branca {uma por folha) em folhas de

Brugmansia suaveolens e oferecidas as formigas. Desta forma foi possivel

7 Larvas de Mechanitis polymnia alimentadas com Solanum tabacifolium foram mortas por
congelamento e liofilizadas em um liofilizador Labconco modelo Freezone® 6 durante 48 horas.
Nas primeiras guatre horas do processo de liofilizacdo o recipiente com as larvas fol mandido
merguthado em um banho de gelo seco e etanol para evitar degradacio das larvas, em especial de
substancias em sua cuticula,
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verificar 0 comportamento das formigas em relagdo as larvas de Mechanitis
polymnia em uma situacdoc em que as larvas possuiam apenas 14% de
similaridade no padr@o quimico de seus lipidios cuticulares calculada pelo indice
de Morisita com a planta em que as larvas foram coladas {ver Resultados, item
3.3.2;, Tabela 3.9).

Para comparago com este experimenio, larvas de Mechanitis polymnia,
liofilizadas da mesma forma, foram coladas em folhas da planta em que elas
haviam se desenvolvido (Solanum tabacifolium) com a qual possuiam 58% de
similaridade no padric guimico de seus lipidios cuticulares (ver Resultados, item
3.3.2; Tabela 3.9) ou seja mais que o triplo de similaridade em relagao a situacao
anterior,

Para este experimento utilizou-se folhas de Brugmansia suaveolens porgue
as espécies do género Solanum apresentam padrdo quimico de lipidios
cuticulares extremamente semelhantes entre si, ndo sendo til para o teste da
hipétese de camuflagem quimica. Ainda, se fossem utilizadas larvas vivas de
Mechanilis polymnia, ao invés de liofilizadas, em folhas de Brugmansia
suaveolens elas provavelmente deixariam as folhas, uma vez que sao
especialistas no género Solanum, inviabilizando o experimento.

Cada folha com a larva liofilizada colada era entdo colocada em um vidro
com agua e este era colocado na arena de forrageamento da colénia de formigas
da mesma forma descrita no experimento com larvas vivas (item 3.2.1.2). Depois
de 24 horas as iarvas eram cuidadosamente inspecionadas para verificar danos
causados pelas formigas. Larvas liofilizadas apresentam cuticula mais dura do

que larvas vivas, causando uma maior dificuldade para remogéo de partes da
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larva pelas formigas. Mesmo assim, as formigas eram capazes de remover
grandes partes das larvas no periodo de 24 horas. Se apés as 24 horas as larvas
de Mechanitis polymnia liofilizadas estivessem infactas, sem guaiquer dano visivel,
larvas controle palataveis de Spodopfera frugiperda também liofilizadas eram
oferecidas por 24 horas as formigas em folhas da mesma espécie em que ©
experimento havia acontecido (Brugmansia suaveclens ou Solanum fabacifolium).
O experimentio somente era considerado valido se, apds as 24 horas, a larva de
Spodoptera frugiperda apresentasse danos visiveis causados pelas formigas.

A proporgao de individuos predados entre os experimentos de Mechanilis
polymnia em Solanum labacifolium (alta similaridade) e em Brugmansia
suaveolens (baixa similaridade) foi comparada através do teste de y° para

homogeneidade de amostras binomiais (Snedecor & Cochran 1989).

3.2.2.4. EXPERIMENTOS DE MUDANGA DO PADRAO QUIMICO DE LIPIDIOS CUTICULARES

A hipotese de camuflagem através da semelhanga quimica entre imaturcs
de lepidopteros e suas plantas hospedeiras implica que as formigas nio
reconhecam como presa qualquer organismo que apresenie uma composigéo
guimica da cuticula semeihante ac de sua planta hospedeira. Desta forma, se
mudarmos ¢ padrdo quimico de uma larva que as formigas reconhecem como
presa (p.e. Spodoptera frugiperda) para o padrac quimico de uma planta, €
esperado que as formigas passem a ndc reconhecer esta larva como presa
quando esta estiver sobre folhas desta planta. Por outro iado se colocarmos esta
mesma larva sobre uma plania com padrdo quimico diferente, as formigas

deverao reconhecé-ia como presa.
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Larvas de Spodopiera frugiperda foram criadas em laboratério em dieta
artificial (Ferraz 1991) para serem utilizadas como modelos palataveis a serem
oferecidos para as formigas, tendo seu padrio de lipidios cuticulares mudado para
se festar a hipétese de camuflagem quimica. Larvas de S. frugiperda no final do
5° ou inicio do 6° estadio de desenvolvimento foram mortas por congelamento em
freezer (-15°C). Estas larvas tiveram seus lipidios culiculares exiraidos através de
imersao em hexano como acima (item 3.2.2.1) utilizando-se o dobro do tempo de
extracdo (10 minutos ao invés de cinco). Young & Schal {1997) demonstraram
que este tempo de extracdo é suficiente para a retirada de virtualmente todos os
lipidios cuticulares. Apds a exirac8o, as larvas foram liofilizadas. mantendo-se
palataveis para as formigas e facilitando a aplicacéio dos extratos. Desta forma,
obtivemos modelos de lepidépteros palatédveis e normaimente predados pelas
formigas sem quaiquer lipidic em sua cuticula para a realizacdo dos bioensaios
descritos abaixo.

Trés grupos de experimentos de dupla escolha foram realizados com os
modelos de lepidopteros palataveis:

(2) ALTA SIMILARIDADE - uma das larvas simulava uma condicdo de alta
similaridade quimica com sua planta hospedeira e na outra era aplicado
somente o solvente;

(b) BAIXA SIMILARIDADE - uma das larvas simulava uma condicdo de baixa
similaridade com sua planta hospedeira e na outra era aplicado somente o
solvente;

{c) CONTROLE - o terceiro era o controle onde em uma das larvas era aplicado

somente o solvente & na outra nada era aplicado.
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ALTA SIMILARIDADE:. nos modelos de lepidopteros palataveis foram
aplicados topicamente os exiratos dos lipidios cuticulares das folhas de Solanum
tabacifolium - planta hospedeira de Mechanitis polymnia numa quantidade
equivalente aos lipidios presentes em 10 larvas de Mechanifis polymnia corrigida
pelc peso seco das larvas de Spodoptera frugiperda (aproximadamente 80mg) em
relacdo ac peso seco das larvas de Mechanilis polymnia (aproximadamenie
30mg). Para isto foi realizada quantificacio dos lipidios presentes em larvas de
Mechanitis polymnia através de coinjecdo de amostras dos extratos desta espécie
com um padr@o conhecido em cromatografia gascsa-detector de ionizacdo de
chamas (GC-FID® em um cromatdgrafo gasoso Hewlett Packard 5880, série I,
equipado com uma coluna de silica fundida (SA-5 30m x 0,25mm, Sigma-Aldrich)
nas mesmas condicdes acima.  Ulilizou-se como padrio exierno para
guantificacdo o estearato de metila. Tomando-se como base as principais
substancias (quantitativamente responsaveis por aproximadamente 80-50% de
todas as substéncias no exiraio) presentes nos extratos larvais, foi calculada a
quantidade de lipidios presenies em uma larva. Esta quantidade foi utilizada para
o calculo da quantidade de extrato necessaria para aplicacdo nas larvas modelo
de Spodoptera frugiperda.

Em experimenios preliminares verificou-se que uma quantidade de extrato
nas larvas modelo igual a 1 vez a quantidade presente em Mechanitis polymnia
nao foi suficiente para tornar as larvas de Spodoplera frugiperda nao reconhecidas
como presa. Isto ocorreu, provaveimente, porque apenas parte das substancias

aplicadas as larvas se maniém disponiveis na cuticula para interacdes entre as

® Gas chromatography-flame ionization detector
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larvas e as formigas. Além disso, nem todas as partes da larva modelo devem
receber a mesma quantidade de lipidios durante a aplicacéo do exiratc, mesmo
tomando-se precaugdes para que isto ndo aconteca. Portanto, utilizou-se uma
quantidade de extrato nas larvas modelo 10 vezes maior do que a presente nas
larvas de Mechaniiis polymnia.

Com os modelos de Spodoptera frugiperda foram realizados 7 bicensaios,
oferecendo-se duas larvas em uma folha de Solanum tabacifolium: uma larva
controle, onde foram espalhados uniformemente 50u! de hexano SupraSoclv Merck
e outra experimental onde foram espathadoa 120ug do exirato lipidico cuticular de
Solanum tabacifolium dissolvidos em 50pl de hexano. Apés a aplicacdo das
substancias, os modelos foram deixados 2 temperatura ambiente por 15 minutos
para que ocorresse a evaporagio do solvente, e ento foram colados 3 folha de
Solanum ftabacifolium com cola branca (Figura 3.3). Apos isto, a folha com os
modelos era oferecida &8 uma coldnia de formigas, da mesma forma descrita para
os experimentos de mortalidade de larvas (item 3.2.1.2). Uma vez no ninho, foi
calculado um Indice de Visitagdo em 30 minutos de observacdo, da seguinte
forma: ao final de cada minuto a partir do primeiro enconiro de qualquer das duas
larvas, contou-se o ndmero de formigas em contato com cada uma das duas
larvas. Ao final de cada experimenio obtiveram-se 30 contagens do nimero de
formigas em cada larva, calculando, assim, o indice de Visitacdo Experimental

(IVE):

86




VE = {nVo/nV.+nV ). 100
onde, IVE: indice de Visitacdo Experimental;
nVe nimero de visitas na larva experimental;

nY. nimero de visitas na larva controle.

Assim, os indices de Visitacdo (iVs) proximes de 50 indicam um ndmero
igual de visitas nas larvas controle e experimental, os significativamente maiores
gue 50 indicam maior recrutamento para a larva experimental @ 0s menores gue
50 indicam um maior recrutamento para a larva controle.

BAIXA SIMILARIDADE: para se demonstrar que a falta de um padrio
guimico semelhante ao da folha em que uma larva de lepidépterc esta pode ser
responsavel por sua predacdo por formigas, foi realizado um bioensaio com os
mesmos procedimentos descritos acima, com excecdo da folha em gque eram
colocadas as larvas de Spodoptera frugiperda. Foram realizados seis
experimentos em que uma das duas larvas modelo recebia aplicagdo do soivente
e a ouira recebia aplicagao do extrato de Solanum tabacifolium da mesma forma e
quantidade descritos acima (120 ug/ larva). As larvas entdo eram colocadas em
uma folha de Brugmansia suaveolens e ¢ experimento era conduzidc da mesma
forma descrita acima (Figura 3.3). Brugmansia suaveolens foi escolhida porque a
similaridade do padrédo quimico de lipidios cuticulares de suas folhas com o
padrédc de Solanum fabacifolium € de apenas 39% conforme calculado

previamente através do indice de Morisita (ver Resultados, item 3.3.2; Tabela 3.9).
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CONTROLE: para que ambos os experimentos de mudanca do padrao
quimico de lipidios cuticulares pudessem ser comparados estatisticamente ao
caso onde as duas larvas modelo fossem reconhecidas igualmente como presa,
seis bioensaios controle foram realizados da seguinte forma: duas larvas modelo
de Spodoptera frugiperda eram coladas a uma folha de Solznum tabacifolium
sendo que em uma larva era aplicado 50yl do hexano utilizado nas extracbes e na
outra larva ndo era aplicado nada. As larvas eram oferecidas as colénias de
Camponotus crassus da mesma forma que nos outros experimentos e um Indice
de Visitagdo Controle (IVC) era caiculado de mesma forma descrita no bioensaio
de simulagéo de camuflagem quimica.

G IVE dos experimentos de simulago de camuflagem quimica e de néo
camuflagem foram comparados ao IVC, e entre si, com auwdlic do teste de
Kruskai-Wallis (Sokal & Rohlf 1995). Este teste ndo-paramétrico foi utilizado uma

vez que os dados néo apresentavam distribuicdo normal.
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Figura 3.3. Experimentos de mudan¢a do padrdo quimico de lipidios cuticulares
com larvas liofilizadas de Spodopfera frugiperda.
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3.2.3. SMILARIDADE QUIMICA ENTRE BORBOLETAS [THOMINAE E SUAS PLANTAS
HOSPEDEIRAS

Os lipidios cuticulares das larvas de algumas espécies na subfamilia
ithomiinae e suas respectivas plantas hospedeiras foram analisados {ver item
3.2.2.1), com o objetivo de se identificar oufras espécies de borboletas gus
notencialmente utilizariam o mesmo tipo de mecanismo de defesa anti-predacao
(camuflagem quimica) que fol observado para Mechanitis polymnia. As espéciss
para esta andlise foram escolhidas de acordo com sua disponibilidade no campo
durante ¢ estudo, tentando-se abranger o maior nimero de géneros possiveis
dentro desta subfamilia de borboletas. Este estudo se limitou aos ithomiinecs e a
duas espécies filogenelicamenie préximas, do género Danaus (Brown & Freltas
1994), para que fosse possivel uma andlise mais exiensa de espécies
filogeneticamente mais préximas a Mechanifis polymnia (Tabela 3.2). Utilizou-se
novamente o indice de Morisita para astimar a similaridade quimica entre larvas e
suas respectivas plantas hospedeiras e identificar espécies que possivelmente
utilizariam a camuflagem guimica como mecanismo de defesa. Para o calculo
deste indice foram utilizados os dados de abundéncia relativa das substincias
presentes nos exiratos analisados por GC-MS.  Somente substincias com

abundancia relativa maicr que 1% foram considerados na anaiise.
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Tabela 3.2. Relagdo de lepidopleros e plantas hospedeiras analisados guanto a
lipidios cuticulares, similaridade quimica entre o padrao de lipidios cuticulares das
larvas e das folhas de suas plantas hospedeiras.

Lepidoptero

Plania hospedeira

Local

Danaus plexippus
Danaus gilippus
Dircenna dero
Episcada clausina
Epityches eupompe
Hypothyris euclea
ithomia drymo
Mechanitis polymnia-
amostra 1

Mechanitis lysimnia
Methona themisto
Oleria sp

Placidula euryanassa
Prittwilzia sp
Pseudoscada erruca
Pteronymia carlia

Asclepias curassavica
Asclepias curassavica
Solanum megaiochiton
Solanum sp2
Aureliana fasciculata
Solanum mauritianum
Aureliana fasciculata
Sclanum tabacifolium

Sofanum sp3
Brunfelsia uniflora
Aureliana fasciculata

Brugmansia suaveolens

Solanum sp2
Solanum sp2
Solanum sp2

Serra do Japi, Jundiai
Serra do Japi, Jundial
Serra do Japi, Jundial
Serra do Japi, Jundiai
Serra do Japi, Jundiai
Serra do Japi, Jundiai
Serra do Japi, Jundiai
UNICAMP, Campinas

Serra do Japi, Jundiai

Barao Geraldo, Campinas

Serra do Japi, Jundiai
Serra do Japi, Jundiai
Serra do Japi, Jundiai
Serra do Japi, Jundiai
Serra do Japi, Jundiai
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3.3. RESULTADOS
3.3.1. BIOENSAIOS COM LEPIDOPTEROS VIVOS

Em todos os casos em que as larvas foram mortas, as formigas levaram o
corpo, ac menos parcialmente, para o ninho. Entretanto, aigumas vezes com
larvas de §° estadio de Methona themisto e Placidula euryanassa nem todo o
corpo foi removide ao fim do experimento.

Durante a realizagdo dos experimenios de mortalidade frente a
Camponotus crassus foi observado que as larvas de Mechanitis polymnia se
comporiavam de forma diferente em relacdo as cufras espécies. As larvas de
Mechanitis polymnia ndo exibiam nenhum comportamento defensivo conira as
formigas quando estas estavam em contato, nem mesmo quando as formigas se
encontravam sobre as larvas. Mefhona themisto por outro lado apresentou
comportamento defensivo, movendo vigorosamente a parte anterior do corpo
quando alguma formiga antenava a larva, afastando a formiga. Esta pode ser uma
diferenca importante quando consideramos a eficiéncia do grau de similaridade
quimica da cuticula como uma forma de defesa anti-predacéo contra Camponotus
crassus.

Com relacéc ac comportamento das formigas frente as larvas também se
observaram comportamentos diferenciados de acordo com a espécie em questso.
O comportamento frente as larvas de Mechanitis polymnia era diferente do
comportamento em relacao as larvas de Methona themisto, Epityches eupompe e
Placiduia euryanassa. Quando as formigas encontravam larvas de Mechanitis
polymnia nac demonstravam nenhum tipo de comportamento agressivo que

pudesse indicar o reconhecimento das larvas desta espécie como presa. Em
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casos extremos, mas ndo raros, as formigas chegaram a andar sobre as larvas da
mesma forma como andavam sobre a folha. Com as ouiras espécies testadas
(Methona themisto, Epityches eupompe e Placidula euryanassa) as formigas
apresentavam comporiamentos agressivos que indicavam um reconhecimento das
larvas comgo presa, em alguns casos atacando as larvas ao primeiro encontro,

FFoi observada uma grande homogeneidade na sobrevivéncia das larvas de
Mechanitis polymnia, Methona themisto, Epityches eupompe e Placidula
euryanassa (Tabela 3.3). Mechanitis polymnia foi sistematicamente n&o moria por
Camponoltus crassus, enquanto que Mefhona themisio, Epityches eupompe &

Piacidula euryanassa foram quase sempre morias pelas formigas.
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3.3.2. SMILARIDADE QUIMICA VERSUS PREDAGAC POR FORMIGAS.

Durante a analise de espectrometria de massas dos cromatogramas obtidos
por impacto de elétrons observou-se principalmente a presenca de aicanos
lineares (Figura 3.4}, alcanos ramificados, que foram caracterizados de acordo
com Nelson & Sukkestad (1970) (Figura 3.5) e uma terceira classe de substéncias
{Figura 3.6A, B), a principio ndo identificadas, mas se supde que sejam compostos
oxigenados de cadela longa (provavelmente cefonas) de acordo com seu espectro
de massas por ionizacao quimica (Figura 3.6B) e por impacto de elétrons (Figura
3.8A). Investigacdes mais profundas, utilizando técnicas de derivatizacao
{(Attygalle 1998) serBo necessérias para a correla identificacfo das classes e

caracterizacao das substincias presentes nos extratos.
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Na maioria das amostras de Mechanitis polymnia a andlise dos
cromatogramas dos exiratos lipidicos das cuticulas demonstrou que o padrac
quimico de hidrocarbonetos cuticulares apresenta os mais altos graus de
similaridade com o padrdo de suas plantas hospedeiras, Solanum fabacifolium
(Figura 3.7A e B, Tabela 3.4), Sofanum paniculatum (Figura 3.11A e B, Tabela 3.8)
em relacdo aos outros lepiddpteros em questdo e suas plantas hospedeiras
(Tabela 3.9) respectivamente: Methona themisio (Figura 3.8A) e Brunfelsia unifiora
(Figura 3.8B, Tabela 3.5), Epityches eupompe (Figura 3.8A) e Aureliana
fasciculata (Figura 3.9B, Tabela 3.8) e Placidula euryanassa (Figura 3.10A) e
Brugmansia suaveolens (Figura 3.10B, Tabelg 3.7).

Somente a amostra de Mechanitis polymnia se alimentando de Solanum
tabacifoliurm — amostra 1 - foi testada quanto a predacéo por Camponotus crassus
{(ver item 3.2.1). Para permitir uma comparacéo estatistica enire o indice de
similaridade de Mechanitis polymnia e os indices das ouiras espécies, os indices
das outras amostras de Mechanitis polymnia (Mechanitis polymnia e Solanum
tabacifolium - amostra 2; Mechanitis polymnia e Solanum paniculatum: Mechanitis
polymnia e Solanum maurifianum; Mechanitis polymnia e Solanum sp1) foram
utilizados. Os indices de similaridade enitre Methona themisto e Brunfelsia
uniflora, entre Epifyches eupompe e Aureliana fasciculata e entre Placidula
euryanassa e Brugmansia suaveolens (altas taxas de predacdo) foram
comparados com os indices de similaridade entre as cinco amostras diferentes de
Mechanitis polymnia e suas plantas hospedeiras (baixas taxas de predacgéo). Em
concordéncia com a hipotese proposta, os indices de similaridade de Morisita dos

lepidopteros com aitas taxas de predacao (n=3) foram significativamente menores
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do que os indices de Mechanitis polymnia (n=5) (teste f de Student, p<0,05), que
foi a Unica espécie nos experimentos que apresentou baixas taxas de predacéo.
As espécies com altas taxas de predacdo apresentaram um indice de Morisita
médio (= 1 desvio padrao) de 0,04 + 0,05; Mechanitis polymnia teve um indice de
Morisita medio (x 1 desvio padréo) de 0,58 £ 0,08 (Figura 3.12). Pode-se observar
que o indice de Morisita medio de Mechanitis polymnia foi 14,5 vezes maior do

que o das espécies com altas taxas de predacao pelas formigas.
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A. Larvas de Mechanitis polymnia.
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B. Folhas de Solanum tabacifolium.
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Figura 3.7. Cromatogramas dos extratos hexanicos cuticulares de larvas de
Mechanitis polymnia e folhas de Solanum tabacifolium — amostra 1. Os nUmeros
se referem as substancias da Tabela 3.4.

102




Tabela 3.4. Substancias encontradas nos exiratos hexanicos da cuticula de larvas
de Mechanitis polymnia e de folhas de Solanum tabacifolium - amostra 1 através
da analise por GC-MS. A coluna NS indica os nimeros das substancias na Figura
3.7. A coluna PM indica o peso molecular das substancias. A coluna IR indica o
indice de retencdc das substancias.
respectivamente, o fempo de relencdo e a abundéncia relativa (%) das
substancias presentes em Mechanifis polymnia. As colunas TRET1 e ST1 sao,
respectivamente, o tempo de reiencBo e a abundancia relativa (%) das
substéncias presentes em Solanum fabacifolium. Ver Apéndice | para substancias
desconhecidas.

As colunas TRMP1 e MP1 sao,

NS Substancia PM IR TRMP1 MP1 TRST1 8T1
1 heptacosano 380 2700 24182 6781 24210 8553
2 hidrocarboneto ramificado 2739 24418 1,051 0

3 octacosano 394 2800 24884 2387 24916 1,368
4 hidrocarboneto ramificado 2875 25,333 1,014 0

5 desconhecida 2903 25,517 1,702 0

8 nonacosanc 408 2900 25599 44525 25628 10,112
7 triacontano 422 3000 26,254 4368 26,282 2,188
8 hidrocarboneto ramificado 3054 26,705 2,871 26,740 3,454
9 desconhecida 3082 26,829 5,215 0

10 hentriacontano 436 3100 26,993 23,669 27,070 21,447
11 dotriacontanc 450 3200 27,824 1013 27871 5078
12 hidrocarboneto ramificado 3250 0 28475 6,747
13 tritriacontanc 484 3300 28,802 2,968 28,926 25980
14 tetratriacontano 3400 0 29,994 1,031
15 pentatriacontano 492 3500 0 31,367 1,240
16 hidrocarboneto ramificado 3914 0 41,332 4,390
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A, Larvas de Methona themisto.
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B. Folhas de Brunfelsia uniflora.
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Figura 3.8. Cromatogramas dos extratos hexanicos cuticulares de larvas de
Methona themisto e folhas de Brunfeisia unifiora. Os nimeros se referem as
substancias da Tabela 2.5.
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Tabela 3.5. Substancias encontradas nos exiratos hexanicos da cuticula de larvas
de Methona themisto e de folhas de Brunfelsia unifiora através da anélise por GC-
MS. A coluna NS indica os nimeros das substéncias na Figura 3.8. A coluna PM
indica ¢ peso molecular das substancias. A coluna IR indica o indice de retengéo
das substancias. As colunas TRMT & M7 séo, respectivamente, ¢ tempo de
retencdc & a abundéncia relativa (%) das substancias presentes em Methona
themisto. As colunas TRBU e BU s&o, respectivamente, o tempo de retencéoe a
abundéancia relativa (%) das substancias presentes em Brunfelsia uniflora. Ver
Apéndice il para subst@ncias desconhecidas.

NS Substéncia P iR TRMT M7 TRBU BU
1 heptacosano 380 2700 2421 1,948 24214 1,296
2 octacosano 384 2800 24922 0 24926 1819
3 nonacosano 408 2900 25621 966 25618 18179
4 ftriacontanc 422 3000 26,289 0 26,286 58638
5 hentriacontanc 436 2100 27028 5358 27048 3866
g€ desconhecida 480 3162 2756 159 0
7 hidrocarboneto ramificado 3172 0 27,646 1,131
8 dotriacontano 450 3200 C 27888 5172
9 ftritriacontano 464 3300 2885 1,776 28,86 20,899
10 hidrocarboneto ramificado 3349 0 29,692 2,685
11 hidrocarboneto ramificado 3373 0 2859097 1,359
12 pentatriacontanc 492 3500 0 31,376 3,913
13 hidrocarboneto ramificado 35160 31811 2,27 0
14 desconhecida 3852 3238 355 ¢
15 hidrocarboneto ramificado 534 3644 34,112 1,232 G
16 hidrocarboneto ramificade 534 3707 35676 11,141 G
17 hidrocarboneto ramificade 548 3736 36,413 39,486 0
18 hidrocarboneto ramificade 562 3830 38,949 2252 0
19 hidrocarboneto ramificado 562 3811 41,256 1,38 5
20 hidrocarboneto ramificado 576 3943 42,203 8,856 0
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A. Larvas de Epilyches eupompe.
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B. Folhas de Aureliana fasciculats.
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Figura 3.9. Cromatogramas dos exiratos hexanicos cuticulares de larvas de

Epityches eupompe e folhas de Aureliana fasciculata. Os nimeros se referem as
substéncias da Tabela 3.6.

106




Tabela 3.6. Substancias encontradas nos exiratos hexa@nicos da cuticula de larvas
de Epilyches eupompe e de folhas de Aureliana fasciculata através da analise por
GC-MS. A coluna NS indica os nGmeros das substancias na Figura 3.8. A coluna
PM indica o peso molecuiar das substancias. A coluna IR indica o indice de
retencdo das substancias. As colunas TREE e EE s3o, respectivamente, o tempo
de retencé@o e a abundancia relativa (%) das substéncias presentes em Epifyches
eupompe. As colunas TRAL, AL e IRAL s3o, respectivamente, o tempo de
retencdo, a abundancia relativa (%) e o indice de retencfo das substancias

presentes em Aurefiana fasciculata.  Ver Apéndice lil para substincias
desconhecidas.
NS Substancia PM IR TREE EE TRAL AL
1 heptacosano 380 2700 0 24217 3,508
2 nonacosano 408 2900 0 25823 13,04
3 ftriacontano 422 3000 0 26,289 2,082
4 hidrocarbonelo ramificado 3058 0 26,749 3,038
5 hentriacontano 436 3100 0 27,045 34 442
& desconhecida 3148 27,481 1531 0
7 desconhecida 450 3160 2755 4131 O
8 hidrocarboneto ramificado 3173 0 27654 1,828
9 desconhecida 450 3176 27,877 4773 Y
10 dotriacontano 450 3200 0 27,878 3411
11 desconhecida 3239 0 28,336 2,845
12 hidrocarboneto ramificado 3250 0 28473 5955
13 desconhecida 464 3251 28,477 1,01 C
14 desconhecida 464 3264 28,636 1,337 0
18 ftritriacontano 464 3300 0 28,87 19,794
16 desconhecida 3329 2945 1,086 0
17 desconhecida 3338 29,584 6747 O
18 hidrocarboneto ramificado 3350 0 29,705 2,763
19 desconhecida 3350 28,710 18,023 0
20 desconhecida 3426 0 30694 3,881
21 desconhecida 3552 32,38 1412 0
22 desconhecida 3607 33,225 4479 0
23 hidrocarboneto ramificado 3750 36,780 2,041 0
24 desconhecida 3754 35,89 1,458 0
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NS Substancia PM IR TREE EE TRAL AL
25 desconhecida 3775 37451 288 0
26 desconhecida 3784 37,667 7,259 0
27 desconhecida 3854 39,606 3404 0
28 desconhecida 3868 42,949 22,016 0
29 desconhecida 3997 43,864 11,488 0
30 desconhecida 4007 44,182 3,516 0
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A. Larvas de Placiduia euryanassa.
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B. Folhas de Brugmansia suaveolens.
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Figura 3.10. Cromatogramas dos exiratos hexanicos cuticulares de larvas de
Placiduia euryanassa e folhas de Brugmansia suaveclens. 0Os nimeros se
referem as substéncias da Tabela 3.7.
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Tabela 3.7. Substéncias enconiradas nos extratos hexanicos da cuticuia de larvas
de Placidula euryanassa e de folhas de Brugmansia suaveolens através da analise
por GC-MS. A coluna NS indica os nimeros das substéncias na Figura 3.10. A
coluna PM indica o peso molecular das substancias. A coluna IR indica o indice
de reteng@o das substéncias. As colunas TRPE e PE sio, respectivamente, o
tempo de retengac e a abundéncia relativa (%) das substdncias presentes em
Placidula euryanassa. As colunas TRBS e BS sao, respectivamente, o tempo de
reten¢éo e a abundancia relativa (%) das substancias presentes em Brugmansia
suaveolens. Ver Apéndice IV para substincias desconhecidas.

NS Substéncia PM IR TRPE PE TRBS BS
1 desconhecida 2370 0 21,710 1,283
2 heptacosanc 380 2700 0 24,222 5504
3 nonacosano 408 2900 25609 O 25629 6,190
4 desconhecida 3004 0 26321 2,256
5 desconhecida 3013 {0 26,380 1,759
€ desconhecida 3085 0 28797 2877
7 hentriacontano 436 3100 27,020 1674 27068 14,591
8 desconhecida 3104 0 27,104 25,881
8 desconhecida 3110 0 27,151 3,150
10 Vitamina E 430 3153 0 27490 1,964
11 hidrocarboneto ramificado 464 3159 27,537 1,902 0
12 desconhecida 3213 0 28,024 20,196
13 hidrocarboneto ramificado 3250 G 28,473 2,543
14 tritriacontanc 484 3300 0 28,854 3,298
15 hidrocarboneto ramificado 478 3306 29,162 3,183 G
16 hidrocarboneto ramificado 492 3333 29,499 6,795 0
17 desconhecida 478 3340 29581 5,215 0
18 hidrocarboneto ramificado 506 3431 30,757 1,790 0
19 desconhecida 492 3438 30,846 2,145 0
20 hidrocarboneto ramificado 506 3512 31,831 7,060 0
21 hidrocarboneto ramificado 520 3550 32,352 20848 0
22 desconhecida 506 3557 32,448 18,348 G
23 hidrocarboneto ramificadc 534 3644 34,094 1,356 0
24 desconhecida 520 3650 34,246 1,836 0
25 hidrocarbonete ramificado 548 3733 36,324 12,295 0
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NS Substéncia PM IR TRPE PE TRBS 8BS

26 desconhecida 534 3739 36502 4,152 0
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A. Larvas de Mechanilis polymnia.
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B. Fothas de Solanum paniculatum.
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Figura 3.11. Cromatogramas dos extratos hexanicos cuticulares de larvas de
Mechanitis polymnia alimentadas com Solanum panicufatum e folhas de Solanum
paniculatum. Os nimeros se referem as substancias da Tabela 3.8,
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Tabela 3.8. Substéncias encontradas nos extratos hexanicos da cuticula de larvas
de Mechanitis polymnia alimentadas com Solanum paniculatum e de folhas de S.
paniculatum através da analise por GC-MS. A coluna NS indica os nimeros das
substancias na Figura 3.11. A coluna PM indica ¢ pesc molecular das
substancias. A coluna IR indica o Indice de retencfo das substancias. As colunas
TRMP e MP sac, respectivamente, o tempo de retencéo e a abundancia relativa
{%) das substancias presentes em Mechanitis polymnia. As colunas TRSP e SP
sé@o, respectivamente, o tempo de retencdo e a abundéncia relativa (%) das
substancias presentes em Solanum paniculatum. Ver Apéndice V para
substancias desconhecidas.

NS Substancia PM IR TRMP MP TRSP 8P
1 desconhecida 2637 0 23734 2474
2 desconhecida 269¢ 0 24192 5,578
3 heptacosanc 380 2700 24,213 1,117 0
4 desconhecida 2805 Q 24 91 1,045
5 nonaccsanc 408 2900 25,818 12,748 25,609 10,518
& triacontano 422 3000 26,285 1,641 26,276 1,508
7 hidrocarboneto ramificado 3056 0 28727 1,026
8 desconhecida 3086 26,959 1,862 0
9 hentriacontano 436 3100 27,035 27,232 27,045 35117
10 hidrocarboneto ramificado 3170 0 27,63 2,423
11 dotriacontano 450 3200 27,867 2229 27,852 4.1
12 hidrocarboneto ramificado 3248 28465 1,118 28443 1,281
13 desconhecida 3274 28,764 1,22 0
14 ftritriacontano 464 3300 28,859 18,72 28,863 30,052
15 gamma sitosterol 3326 0 29403 1,632
16 hidrocarboneto ramificado 506 3511 31,821 9,697 G
17 hidrocarboneto ramificado 520 3545 32,285 21,414 0
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Tabeia 3.9. Indices de similaridade para cada par larva — planta hospedeira
obtidos a partir das substancias encontradas nas analises por GC-MS. Morisita —
indice de Morisita (varia de 0 — nenhuma similaridade a 1 total similaridade); MP1-
ST1 - Mechanitis polymnia e Solanum tabacifolium - amostra 1, MP2-ST2 -
Mechanitis polymnia e Solanum tabacifolium - amostra 2; MP-SP - Mechanitis
polymnia e Solanum paniculatum;, MP-SM - Mechanitis polymnia e Solanum
mauritianum, MP-Ssp1 - Mechanitis polymnia e Solanum spi: MT-BU - Methona
themisto e Brunfelsia uniflora; EE-AL - Epityches eupompe e Aureliana fasciculata;
PE-BS - Placidula euryanassa e Brugmansia suaveolens. MP-BS e ST-BS
indicam os indices de similaridade calculados para realizacdo dos sxperimentos
de mudanca de planta hospedeira e ndo camuflagem quimica, respectivamente
(tlens 24.21e2422.1)

Lepidoptero-planta Morisita
MP1-8T1 0,59
MP2-872 0,85
MP-SF 0,84
MP-SM 0,41
MP-Ssp1 0,19
MT-BU 0,21
EE-AL 0
PE-BS 0,02
MP-BS 0,14

ST-BS 0,39
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3.3.3. EXPERIMENTOS DE MUDANGA DA SIMILARIDADE QUIMICA ATRAVES DE MUDANCA DA
PLANTA HOSPEDEIRA

Em 15 experimentos realizados com larvas liofilizadas de Mechanifis
polymnia alimentadas com Solanum fabacifolium e coladas em Brugmansia
suaveolens (baixa similaridade) houve uma taxa de predacéio de 87% (Figura
3.13). Ja nos 15 experimentos em que as larvas liofilizadas de Mechanitis
polymnia foram coladas em folhas da mesma pianta em que elas haviam se
alimentado (Solanum tabacifolium) (alta similaridade) a taxa de predacdo foi de

27% (Figura 3.13).
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3.3.4. EXPERIMENTOS DE MUDANGA DO PADRAO QUIMICO DE LIPIDIOS CUTICULARES

As larvas experimentais de Spodopfera frugiperda que tiveram seu padrao
guimico alterado para se assemelharem ao padric das folhas de Solanum
tabacifolium (ALTA SIMILARIDADE) e que foram colocadas sobre esta mesma
planta tiveram uma mediana do indice de visitacao experimental de 20% (20% das
visitas). Este valor foi significativamente menor do que a mediana de 46% dos
indices de visitagie controle (CONTROLE) obtidos nos seis experimentos controle
realizados e também menor do que a mediana de 44% dos seis experimentos com
larvas de S. frugiperda com padréo quimico de Solanum fabaciolium colocadas
em Brugniansia suaveolens (BAIXA SIMILARIDADE) (Teste de Kruskal-Wallis,
p<0,01) {Figura 3.14).
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3.3.5. SMILARIDADE QUIMICA ENTRE BORBOLETAS ITHOMIMNAE E SUAS PLANTAS
HOSPEDEIRAS

Os resulfados obtidos com as estimativas dos indices de similaridade de
Morisita para diversos lepidopteros e suas plantas hospedeiras deniro da
subfamilia lthomiinae e o grupo irméo Danaus (Tabela 3.10) indicaram que ao
menos duas especies (Dircenna dero e Mechanitis lysimnia) poderiam estar
utilizandc a camuflagem guimica como estratégia de defesa da mesma forma que
Mechanitis polymnia, mas experimentos necessitam ser reafizados para confirmar
tal estratégia nesses organismos. Os indices de similaridade destas duas
espécies com suas plantas hospedeiras se encontram no mesmo nivel dos indices
obtidos para as amostras de Mechanifis polymnia (Tabela 3.9, item 3.3.2). As
outras espécies apresentaram indices similares aos observados para Methona
themisto, Placidula euryanassa e Epityches eupompe, que foram predadas por
Camponotus crassus e, portanto, ndo devem apresentar a esfratégia de

camuflagem guimica.
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Tabela 3.10. indices de similaridade de Morisita para os padrbes guimicos das
cuticulas de lepidépieros e suas respeclivas planias hospedeiras.

Lepidéptero Planta hospedeira Indice de Morisiia
Danaus plexippus Asclepias curassavica 0,02
Danaus gilippus Asclepias curassavica 0,16
Dircenna dero Solanum megalochiton 0,58
Episcada clausina Solanum sp2 0,03
Epityches eupompe Aureliana fasciculata 0,60
Hypothyris euclea Solanum mauritianum 0,00
ithomia drymo Aureliana fasciculata 0,08
Mechanitis polymnia— Solanum tabacifolium 0,59
amostra 1

Mechanitis lysimnia Solanum sp3 0,62
fethona themisfo Brunfelsia unifiora 0,21
COleria sp Aureliana fasciculata 0,00
Piacidula euryanassa Brugmansia suaveolens 0,02
Prittwitzia sp Solanum sp2 0,19
Pseudoscada erruca Solanum sp2 0,08
Pteronymia cariia Solanum sp2 0,11
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3.4. Discussio
Predagéo por Camponotus crassus em laboratGrio

O fato observado de algumas larvas de 5° estadio de Placidula eliryanassa
e Methona themistc nao serem completamente consumidas pelas formigas,
provavelmenie ocorreu porque as larvas rapidamente ressecavam apds serem
mortas. As formigas entdo abandonavam-nas, possivelmente porque ja se
encontravam em estado impréprio para consumo. Isto foi observado somente em
Methona themisto e Placidula euryanassa possivelmente porque estas foram as
maiores larvas testadas e também porgue Placidula euryanassa, apesar de néo
ser t8c grande quanto Methona themisio, foi oferecida em grupos de cinco larvas.
O maior tamanho das larvas nestas espécies faria com que as formigas levassem
muito tempo para remové-las, em relacéo as outras espécies testadas (Mechanitis
polymnia e Epityches eupompe), cujas larvas sdo menores. Outra possibilidade
gque causaria a rejeicdo das larvas de Placidula euryanassa seria uma
sensibilidade das formigas aos alcaldides tropanicos presentes nesta espécie
(Freitas et al. 1996). A mesma possibilidade existe para Methona themisfo, uma
vez gue nac se sabe se esla espécie seqiestra substancias de defesa de sua
planta hospedeira Brunfelsia sp. Trigo (com. pess.) observou que larvas de
Danaus plexippus, as quais apresentam cardenolidas (revis&o em Brower 1984),
também eram mortas por Camponotus crassus, mas n&o eram consumidas. As
formigas, quandc atacavam essas larvas, apresentavam um comporiamento
conspicuc de limparem suas mandibulas, sugerindo um possivel gosto

desagradavel das cardenolidas.
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A grande homogeneidade observada nas ilaxas de predacio entre os
estadios larvais de Mechanitis polymnia indica que o os mecanismos anti-
predacao, tanto quimicos quanto comportamentais, que conferem protecio contra
Camponotus crassus, séo extremamente eficientes em qualquer estadic larval. A
auséncia de predaclo cbservada em larvas de Mechanifis polymnia em laboratério
esta de acordo com o observade durante o acompanhamento no campo {(=20%)
onde as taxas de preda¢do foram maiores em ovos e pupas (ver Capitulo I).

No caso de Methona themisto, Epityches eupompe e Placidula euryanassa
0s mecanismos de defesa anti-predacdo s3o inefetivos em todos os estadios
tarvais, incluindo o Gitimo estadio de desenvolvimento, que pode ser considerado o
estadio mais capaz de defesa conira ariropodes predadores (Hayes 1981,
Kristensen 1994).

E importante ressaltar que, apesar de todas as espécies testadas serem
consideradas especialistas (sensu Bernays 1988) (ver Drummond & Brown 1987,
Brown & Freitas 1994), apenas Mechanifis polymnia nao foi predada por
Camponotus crassus. Bernays (1988), trabalhando com 27 espécies de
lepiddpteros, observou que vespas Mischocyftarus flavitarsus predavam mais
prontamente lagartas generalistas do que especialistas, em experimentos em
laboratério onde larvas de espécies generalistas eram oferecidas ao mesmo
tempo que larvas de espécies especialisias. Bernays & Comelius (1989),
trabalhando com 36 espécies de lepiddpteros, ohservaram que larvas de espécies
generalistas eram mais palataveis do que especialistas para a formiga generalista
Iridomyrmex humilis. Dyer & Floyd (1993), também tfrabalhando com 36 espécies

de lepidépteros, encontraram uma maior probabilidade de predacéo por formigas
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Paraponera clavafa em larvas de espécies generalistas do que especialistas.
Dyer (1885, trabalhando com 70 espécies de lepidopteros, também encontrou
uma maior probabilidade de predagio por formigas Paraponera clavata em larvas
de lepidépteros generalistas do que especialistas.

Também interessante & o fato de Methona themisto, que claramente possui
coloracdo de adveriéncia, ter sido predada por Camponotus crassus. Bernavs
(1288} e Bernays & Cornelius {1989) observaram uma maior rejeicdo de larvas
com coloragao claramente de adverténcia por vespas e formigas,
respectivamente. Estes aufores, entretanio, ndo analisaram nenhum aspecto da
quimica dos lepidopteros testados. Por outro lado, Dyer & Floyd {1983} e Dyer
(1995) n&o observaram tendéncia de maior rejeicsc por formigas Paraponera
clavata de larvas com coloragéo de adverténcia. Esta diferenca com relacdo a
predacdo de larvas com coloragdo de adverténcia pode ser causada por
diferencas na sensibilidade do predador a possiveis compostos de defesa
presentes nas larvas. Ainda, os experimentos foram realizados de forma
diferente: Dyer & Floyd (1993} e Dyer (1995) fizeram experimentos de curta
duragdo (méximo de duas horas) com larvas vivas, baseados no numero de
encontros formiga — larva; Bernays & Cornelius (1989) realizaram experimentos
pareados com larvas mortas, também de curta duragdo (questio de minutos),
baseados no nimero de formigas em contate com cada larva para o calculo de um
indice de preferéncia; Bernays (1988) fez experimentos pareados com larvas
vivas, de relativa curta duracédo (maximo de seis horas), baseados no ntmero de

larvas removidas pelas vespas.
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Os experimentos com Camponofus crassus, por oulro lade, foram
realizados durante 24 horas e com larvas néo pareadas, havendo, portanto, um
maior tempo para contato & manipulacdo de cada larva pelas formigas. Ainda, os
experimentos foram realizados na arena de forrageamenio dos ninhos em
iaboratério, ao contrario dos experimentos de Bernays & Cornelius (1988), Dyer &
Floyd (1993} e Dyer (1895) que ulilizaram ftrilhas de forrageamento das formigas
no campo. Nas trithas de forrageamento, as larvas eram colocadas a distancias
maicres da entrada do ninho (3m no caso de Dyer & Floyd 1893 e Dyer 1995) do
gue na arena de forrageamento dos ninhos de Camponotus crassus {(de 10 a
20cm da enirada). Estes irés fatores (lempo de exposicdo, pareamenic e
distdncia da enirada do ninho), provaveimenie aumentaram as chances de
Camponocfus crassus predarem uma determinada larva, tornando o experimento
conservador com reiacdo a resposta de nao predacdo obtida com Mechanitis
polymnia. Por outro lado, ¢ fato de as larvas terem sido oferecidas vivas e em
folhas de suas plantas hospedeiras pode ter aumentado as chances de defesas
das larvas contra Camponotus crassus relacionadas ao comportamenio efou
caracteristicas da planta.

Quanto ao estile de vida das larvas testadas (Mechanitis polymnia, Methona
themisto, Epityches eupompe e Placidula euryanassa), se coloracéo conspicua ou
criptica e se gregarias ou solitarias em suas combinacdes, ndc foi possivel
estabelecer relacao entre os estilos de vida e possiveis estratégias de defesas
anti-predacao contra Camponotus crassus. Uma amosiragem de um maior
numero de espécies & necessaria para que seja possivel verificar padrbes de

associacdo enfre estas caracleristicas e a palatabilidade para predadores
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generalistas, como realizado por Bemnays (1988), Bermnays & Comelius (1988},
Dyer & Floyd (1993) e Dyer {1995).

espeiie et al. (1991) sugerem que uma das possiveis formas de defesa de
insetos fitéfagos contra predadores seja uma inconspicuidade quimica com
relac@o aos lipidios cuticulares presentes nos fitéfagos e em suas planias
hospedeiras. Uma alta similaridade quimica entre o fitdéfago e sua planta
hospedeira poderia dificultar sua detecgéo por inimigos naturais gue utilizam pistas
quimicas na localizacéo de presas. Mechanitis polymnia poderia estar utilizando
um mecanismo deste tipo na defesa contra Camponous crassus.

Similaridade quimica

As substancias identificadas fanto nas plantas quanto nos lepidépteros,
estdo em concordancia com as enconfradas nestes grupos jA4 descritas na
literatura (Hadley 1981, Lockey 1988).

Os resultados da analise do padréo quimico dos lipidios cuticulares de
lepidopteros e plantas hospedeiras mostraram-se concordantes com a hipotese de
camuflagem quimica proposta. Conforme era esperado pela hipétese, as iarvas
que demonstraram um baixo grau de similaridade entre o padro quimico de sua
cuticula e o padrao de suas plantas hospedeiras (Methiona themisto, Epityches
eupompe e Placidula euryanassa) foram mais predadas por Camponotus crassus.
Acredita-se que estas larvas tenham sido reconhecidas como presas por esta
formiga. Por outro lado, larvas de Mechanitis polymnia, que demonstraram um
alto grau de similaridade enire o padrao quimico de sua cuticula & o padrao de
suas plantas hospedeiras, ndo foram reconhecidas como presa por Camponofus

crassus e quase ndo foram predadas.
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As misturas de hidrocarbonetos cuticulares @m sido sugeridas como
responsaveis pelo reconhecimento entre individuos de uma mesma coldnia de
formigas, causando interacBes agressivas entre individuos de coldnias diferentes
(revisbes em Howard 1993, Holldobler 1895). Por exemplo, Boulay et al. (2000)
demonstraram, para Camponotus fellah, que individuos mantidos isolados
apresentavam mudancas nos hidrocarbonetos cuficulares com o tempo. Quando
gstes individuos eram retornados aos ninhos de origem, passavam a ser
rejeitados por individucs de sua prépria coibnia, que ndo mais 0s reconheciam
como sendc da mesmsa coldnia (Boulay et al. 2000). E possivel que o
reconhecimento de presas por Camponofus crassus também seja baseado em
hidrocarbonetos cuticulares, da mesma forma que o reconhecimento de individuos
do mesme ninho descrito acima. Se isto for verdade & provavel que os lipidios
cuticulares de Mechanitis polymnia sejam o0s responsaveis pelo seu néo
reconhecimento como presa por Camponofus crassus.

Os biocensaios de diminuigdo no grau de similaridade do padrio quimico de
lipidios cuticulares de Mechanitis polymnia através da mudanca da planta
hospedeira foram decisivos na comprovacéo da hipétese de camuflagem quimica,
visto que eles simulam da melhor maneira possivel uma mudanca na similaridade
sem a variacdo dos outros falores da larva, como comportamento, outros
componentes quimicos e estruturais da cuticula, ou extracdo/aplicacao deficiente
em modelos. Com estes experimentos, verificou-se que uma simples mudanca
na folha em que a larva se enconirava era responsavel por uma mudanga no

comportamento das formigas em relacdo as larvas. As larvas passaram a sofrer
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§7% de mortalidade quando estavam em uma folha que ndo era sua planta
hospedeira contra apenas 27% quando em folhas de sua planta hospedeira.

Os experimentos de mudanga do padrio quimico dos lipidios cuticulares de
Spodoptera frugiperda foram dteis na comprovagdo do papel dos lipidios
cuticulares no reconhecimento de uma larva como presa por parte de Camponotus
crassus. Ao se demonsirar gue a simples aplicacéo da fracao lipidica da cuticula
das folhas de Solanum fabacifolium era capaz de defender as larvas de
Spodoptera frugiperda contra Camponotus crassus, fica indiscutivel a importancia
destas substéncia no processo de reconhecimento de presas por parte desse
predador. E importante salientar que as larvas de Spodoptera frugiperda estavam
mortas durante os experimentos, nio exibindo nenhum comportamento defensivo,
da mesma forma que as larvas vivas de Mechanitis polymnia. O comportamento
defensive exibido por larvas normalmente predadas por Camponoifus crassus
pode ser uma caracteristica decisiva na eficiéncia dos lipidios cuticulares como
defesa, ja que esta é aparentemente a Unica caracteristica além da similaridade
quimica que diferencia as larvas de Mechanitis polymnia das outras larvas
estudadas.

A alta similaridade quimica no padrdo de lipidios cuticulares entre insetos
tem sido considerada um dos mecanismos que possibilitam a penetracdo em
sociedades de insetos por parasitas sociais, sem que estes sejam reconhecidos
como invasores e conseqileniemente mortos (revisbes em Stowe 1989, Detiner &
Liepert 1994, Singer 1998). Larvas da borboleta Macuiinea rebeli {Lycaenidae)
séo parasitas sociais de colbnias de formigas do género Myrmica. Quando

atingem o quarto e Gltimo estadio de desenvolvimento, suas larvas se jogam de
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sua planta hospedeira (Genfiana cruciata) caindo ao solo e, se encontradas por
operarias de Myrmica, séo levadas para o interior do seu ninho, onde sao
alimentadas como se fossem larvas das formigas por 10, 11 ou 23 meses (Eimes
et al. 1991, Akino et al. 1999). Akino et al. (1999) demonstraram que as larvas de
Maculinea rebeli produzem composios da sua cuticula ({(principalmente
hidrocarbonetos) que permitem que estas sejam fratadas como larvas das
formigas por Myrmica.

QOutros organismos se ufilizam de esiratégias semelhantes para escaparem
a morte por formigas. Larvas de moscas sirfideas do género Microdon, vespas
eucharitideas, bescuros escarabeideos e esiafilinidecs e até mesmo outras
formigas mimetizam quimicamente lipidios cuticulares de formigas e conseguem
viver dentro de seus ninhos ganhando protecdo e abrigo e em muitos casos séo
alimentados pelas préprias formigas (revisdes em Dettner & Liepert 1994, Singer
1998). Larvas da mariposa Acherontia atropos parasitam coldnias de abelhas
meliferas (Apis meliifera) entrando em seus ninhos e se alimentando de néctar e
mel (Moritz et al. 1801). Estes autores sugerem que as larvas conseguem passar
desapercebidas pelas abelhas através do mimetismo de substancias quimicas em
sua cuticula (acidos graxos saturados e insaturados) gue s&c comuns também na
cuticula das abelhas.

Além da similaridade entre o padrdo quimico de lipidios cuticulares de
larvas e folhas de plantas hospedeiras, foi observada uma diferenca entre o
comportamentc de espécies reconhecidas como presa (Methona themisto,
Epityches eupompe € Placidula euryanassa) e o de Mechanitis polymnia (néc

reconhecida como presa). Larvas reconhecidas como presa foram mais
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periurbadas pelo contate com as formigas do que Mechanitis polymnia. Em
sistemas de manejo de pragas com utilizagZo de controle biolégico por predadores
{Orius insidiosus, Hemiptera: Anthocoridae) foi observado que o comportamento
diferenciado de larvas de mariposas (Heliothis zea e Spodoptera frugiperda,
Lepidoptera: Nocluidae) pode ser responsave! por diferentes taxas de predacéo
{lsenhour et al. 1989). Neste caso a maior movimentacao das larvas causada pela
alimentac@o em gendtipos resistentes de milho levava a uma maior mortalidade
das larvas. Em outro sistema, lwao & Wellington (1970) observaram também uma
maior taxa de predacao de larvas mais ativas de Malacosoma californicum pluvisle
em relacdo a larvas menos ativas pelo predador Podisus maculiventris
(Hemiptera). Esta diferenca foi observada em larvas de quarto estadio, enguanto
que em guinto estadio a diferenca se invertia, porque a maior atividade das larvas
era suficiente para evifar a predacao (lwao & Wellington 1970).

A constatacéo de que a similaridade no padrio de lipidios cuticulares de
larvas e folhas de sua planta hospedeira é importante no reconhecimento de
presas por Camponotus crassus gera imediatamente outras questdes: qual seria o
grau de similaridade necessario para que Camponotus crassus deixe de
reconhecer uma determinada larva como presa? A similaridade deve ser
guantitativa, em termos de abundancia relativa, ou qualitativa em termos de
presenga e auséncia? Outros mecanismos estdo atuando sinergisticamente ou
antagonisticamente com a similaridade, para promover o0 reconhecimento ou néo
de larvas como presa?

Nas amostras estudadas, as larvas de Mechanitis polymnia apresentaram

uma alta variagdo no grau de similaridade entre seus lipidios cuticulares e os
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lipidios de suas planias hospedeiras, apesar de o padréo quimico dos lipidios de
suas plantas hospedeiras ser bastante constante. Caso a variacdo observada
seja real, ela pode {er origem genética ou ambiental. A variacdo ambiental
dificiimente foi a responsavel pela variagdo, uma vez gue os organismos sdo
provenientes da mesma regifo, foram criados pela mesma pessoa, da mesma
forma e em condigbes ambientais muito semelhantes apesar de ndo fotaimente
controladas. Contudo, a variagio genética nZo pode ser descartada a principio,
pois ndo ha dados suficientes para isto. Apesar disto, 2 causa mais provave! da
variagdo € o fato de que ao congelarem-se as larvas em estagio de pré-pupa, o
tempo de desenvolvimento da meiamorfose em que as larvas se enconfravam nao
foi controlado. E possivel que amostras diferentes tenham sido preparadas z
partir de larvas em diferentes estagios da metamorfose. E razoavel esperar-se
que o padrao de lipidios cuticulares de um inseto se modifique a cada estagio de
sua metamorfose, como j& foi observado para larvas e adultos de besouros
Oryzaephilus surinamensis (Coleoptera: Cucujidae) por Howard et al. (1995). Este
fator devera ser investigado através de um estudo cinético da mudanca na
composicdo dos lipidios cuticulares de larvas durante o 52 estadio de
desenvolvimento.

Aparentemente, a estratégia de defesa por camuflagem quimica contra
predadores gquimicamente orientados pelos lipidios cuticulares, néoc esta
correlacionada a outras estratégias de defesa contra predadores visualmente
orientados. Caso a defesa contra predadores quimicamente orientados seguisse
a mesma linha da defesa conira predadores visualmente orientados, seria

esperado que Epifyches eupompe também utilizasse a camuflagem quimica como
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defesa, visto que esta espécie & considerada visualmente criptica durante & maior
parte de seu desenvolvimento. Entretanto, observou-se que Epityches eupompe
nao utiliza a camuflagem quimica como defesa contra Camponotus crassus.

A estratégia de camuflagem quimica pode constituir uma dupla vantagem
adaptativa para Mechanifis polymnia: a primeira seria a mais obvia de que os
individuos nac séo predados e sobrevivem mais do que se n&o tivessem algum
mecanismo de defesa; uma outra vantagem seria em termos de defesas mais
usuais. Nestas defesas, muitas vezes as larvas séo obrigadas a alterar o seu
forrageamento de forma a evitar atagues por inimigos naturais. No caso da
camuflagem quimica, as larvas n&o t8m necessidade de modificar sua estratégia
de forrageamento para gue seu mecanismo de defesa funcione de forma eficiente.
Podem se alimentar normalmente, evitando efeitos indiretos na sobrevivéncia das
larvas, devido a presenca de predadores invertebrados (Stamp & Bowers 1991).

Varios autores identificam mecanismos de mimetismo e camuflagem
quimicos atuando em sistemas predador-presa ou parasita-hospedeiro (revisbes
em Siowe 1988, Detiner & Liepert 1994, Singer 1998). Sua nomenclatura,
entretanto € um tanio confusa (Detiner & Liepert 1994), havendo apenas uma
definicao especificamente feita para os sistemas de camuflagem e mimetismo
quimicos (Howard et al. 1990).

O sistema estudado neste trabalho (Mechanitis polymnia e Solanum
tabacifolium) pode ser ciassificado como camuflagem de acordo com Vane-Wright
(1876). O organismo em questao (Mechanitis polymnia) simula caracteristicas de
um modelo (Solanum fabacifolium) gque nao s@o do interesse do operador

(Camponotus crassus), fazendo com que o operador ndo perceba sua presenca.
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As folhas de Solanum fabacifolium {modelo) sdo um objeto desinteressante para
Camponotus crassus {operador), ja que nao lhes proporciona alimento, abrigo ou
guaiquer outra vantagem. Portanto, Mechanifis polymnia pode ser classificada
como gquimicamenie criptica, ulilizando-se de um mecanismo de camuflagem
quimica {camuflagem sensu Vane-Wright 19786).

Muitos outros trabalhos descritos na literatura sfo, aparentemente,
semelhantes ao sistema estudado aqui (Mechanitis polymnia, Solanum
tabacifolium e Camponotus crassus) (revisbes em Stowe 1988, Dettner & Liepert
1994, Singer 1998, Haynes & Yeargan 1988). Muifos destes sistemas tém sido
descritos como casos em que ocorre camuflagem quimica, entretanto muitas
vezes 0S aulores ndo determinam claramente que tipo de definico de
camuflagem estdo usando ou os sistemas necessitam mais estudos,
principalmente experimentais, para que a camuflagem seja realmente
comprovada, como nos casos descritos por Buckner (1993). Um dos casos
descritos na literatura que mais se identificaria com ¢ sistema estudado de
Mechanitis polymnia e Camponofus crassus & o caso descrito por Fishiyn &
Phillips (1980) para um gastropode herbivoro marinho {Nofoacmea paleacea) que
se alimenta de uma angiosperma marinha {(Phyllospadix scouleri) e aparentemenie
esta camuflado quimicamente devido a flavondides contra uma estrela-do-mar
{Leptasterias hexactis). Entretanto, este sistema nao possui o conjunto de dados
experimentais necessario para gue seja comprovada a hipétese de camuflagem

guimica em detrimento de outras hipéteses como impalatabilidade, por exemplo.

133



Similaridade quimica em outros lthomiinae

A alta similaridade do padrao quimico dos lipidios cuticulares de Mechanitis
lysimnia e Dircenna dero em relag@o a suas respectivas plantas hospedeiras, pode
indicar que estas espécies também utilizem um mecanismo de camuflagem
guimico, da mesma forma que Mechanifis polymnia. Por ser uma espécie
filogeneticamente préxima a Mechanitis polymnia (Brown & Freitas 1994), era
esperado que Mechanifis lysimnia também possuisse alta similaridade com sua
pianta hospedeira. Para Dircenna dero, entretanto, sua similaridade poderia ser
causada simplesmente pelo contato acentuado das larvas com as folhas, visto ser
uma espécie com o habito de enrolar folhas (Brown & Freitas 1994). Se este for o
caso, era esperado que Episcada clausina também apresentasse alta similaridade,
visto que esta € a Unica outra espécie neste estudo que enrola folhas (Brown &

Freitas 1994).
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4. ConcLusAo

Ovos e pupas de Mechanitis polymnia ndo sio bem defendidos no
ambiente natural, sendo atacados por uma variedade de inimigos naturais. Suas
larvas apresentam mecanismos de defesa eficientes contra predac&o no ambiente
natural e principaimente contra Camponoius crassus em laboratbrio.

A baixa sobrevivéncia de Methona themisto, Epityches eupompe e Placidula
euryanassa frente a Camponotus crassus parece estar reiacionada a sua baixa
similaridade quimica com suas respectivas plantas hospedeiras.

A alta similaridade de lipideos cuticulares de Mechanitis polymnia é capaz
de proteger suas larvas confra predadores quimicamente orientados, como
Camponolus crassus.

Lipidios cuticulares s@co capazes de proteger larvas palatdveis de
Spodoptera frugiperda quando em situacao de aita similaridade.

Um mecanismo de camuflagem quimica de larvas de Mechanitis polymnia
em folhas de Solanum fabacifolium parece ser o responséve! pela defesa destas

larvas conira Camponotus crassus.
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