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i

atanol

Fad - fragdo acida apolar
FaF = fracio acida polar

F -~ fragdo fendlica apolar
FEE - frag®o fendlica polar
FR& - fragio neutra apnlar
FINF = fragio neutra polar
MG - acvido cloridrico

H=() = agua {(destilada)

MeH - metancl

MalBz -~ carbonato de sodio

i

NaHCO~ bicarbonato de sddio
& IO B0

MM L)

i
B

ressondancia magnética nueclear de praton
THS -~ tebtrametilsilanng

Ly ~ ultravioleta
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RESLIMO

Desde a formulagko da hipotese de coevolug®o entre plantas
&  borboletas por Ehelich & Raven em 19269, poucos trabalhos  bém
demnonstrado a sua existéncia ne sentido estrito, evidenciando-se
geralmente o fendmeno de volonizagdio. 0 objletiveo deste trabalho
& sstuder as interagles entre um grupn rastrito de  borboletas
{Troidini) & SUas tnicas plantas de alimento Tarval
(Aristolochial com respeito a mediagio gddimica pa wtiliragiHo das
plantas hospedeiras pelas larvas. FPara isto foram criadas larvas
de diferentes espécies de Troidini em diferentos sepdcies  de
Aristolochia encontradas na regifo sudeste brasileira. Com estes
dados & informaghes da literatura foi possivel estabelecer a
utilirzaci#o =8 preferéncia por cada espécie vagetal por cada
gspecie de Troidini. A oanalise guimica de 11 espécies de
Aristolochia mostrou & existéncia de trés classes de compostos
secundarios Ml &% abundantes: Acidos aristoldouicos
(nitrofenantrenos), 4dcidos labdandicos {(diterpenos) & alcalbides
(nHeo identificados neste trabalhe). A presenga e ausBncia destes
compastos permitiu & reunifo destas gspecies en Lrds grupos oue
X0 utilirados diferentemente pelos Troidini. 8 analice guimica
de 17 espécies de Troidini oostrog a presenga e Aoidos
aristologuicos e alcaldides. Surpreendentemnente larvas  de BE.

polvdamas criadas em A, aa 2 4 wma gspecie sem  Acidos
aristoldguicos nas Tforlhas, apresantaramn estes compos bos

indicando & possibilidade de sua biossintese pelas larvas., Esta
RHEPECIE KO empupol en A. naleata com o acréscimo  de asidos
idade destes compostos para

aristoldouicos. Ilsto indica a neo
£ total desenvalvimento das larvas nesta planta. Na natureza th
possivel observar larvas comendo outras partes da planta que
contem  estes compostos  tais como ramos. flores o frutos. U
acidos labdandicos apresentaram efeito fagoinibidor nas espéciss
testadas sendo que F. neophilus & B, polvds 5 HA0 mENnos
sensliveis a wstes compostos. Estas duas esndcios também
apresaentaram aumento de consuno na presenca de 8%, 0 gus indica
um efeito fagoesstimulante desdes compostos.  Algumas  fraches
neutras polares  também apresentaram atividacde faooinibidora,
Eztes resul tados  permitem a reformulacsic da hicHbtese cle
coevolug3o entre estes dois grupos proposta por Brown et al.
(1991a}.

g




SUMMARY

Since Ehrlich and Raven's paper on  butterfly plant
coevolution (19464), few works have shown the syistence of this
phenomenon § generally, colomization seems responsible e
prasent  patterns of insect/plant relationships. The obiect of
this Wk i the study of chemical ecology f the
Troidini/Aristolochia interface: a restricted Groun o f

herbivores specialized on a single small plant family. Larvae of
manty species of @ Troidini  reared on different SE  Bracilian

Aristolochia SR L ES showed & variable srpecificity and
preference in  these relationships. Chemical analvsis of 11
Aristolochia species  indiceted three principal olasses of

secondary compounds: aristolochis acids tnitrophenanthrenss) .
labdanoic acids (diterpenes) and alkaleoids. The presence or
absence of these compounds permitted the division of the
Aristolochia species into three groups, differentially used by
Troidini  species. Chemical analysis of 17 Troidini SBRECLeS
showed the presence of aristolochic acids and alkaloids.
Aristolochic acids were present in H. polyvdamas larvae reared on
leaves of A. Jdeata (without theses compounds) indicating the
possible bicsynthesis of these compounds. Larvae of . polvdamas
reared on leaves of A. galeata pupated successfully only  when
aristolochic acids were added in the diet, indicating that they
are necessary to complete development: in nature. they fesd on
stems, flowers or fruits which contain  these coampounds .
Labdanoic acicls have antifeedant effect on the larvae of S mAanyY
Troidini  species; F. ngophilus and B, polvdamas (polyphagous
Species) are  more  tolerant of  these compounds, arel  show
stimulation of feeding by aristolochic acids,. Some polar newutral
tfractions (glveosides?) also showed antifesdant activity. The
results of  the present study lead to & revision of the
cogvolutionary hypothesis at this interface, proposed by Brown
gt al. (1%%1la).




T INTHQBU?&O

A maioria das  espécies  de Lepidoptera & fitéfaga, SE
alimentando de angiospermas g outras plantas, orincipalmente das
folhas. (£} interagiies parasita/hospedeiro podes sere o te
especlficas que existem casos de espécies de lepididpteros awg
alim@étanda exclusivamente de uma Unica espécie ou  grupo  de
vegetals.

Esta gupecificidade levou Ehrlich e Faven {1264,
utilizando os registros dos principais grupos de plantas  de
alimento  larval dos Fapilionoideas, a propor a hipdtess oe
coevolugdo entre as borboletas e suas plantas hospedeiras  para
explicar a evolugdo destas comunidades altamente diversificadas.

Lim fator principal da evoluzdo reciproca EﬂﬁFé A
borboletas & suas plantas hospedeiras seria a diversificagio dos
compostos secundarios vegetails seouida da evolugdo da habilidade
de tolerdncia destes comonstos pelos fitédfagos (Ehrlich e Faven.
19&64) . Az pressiies seletivas da herbivoria sobre oo veasetals
levariam a uma diversificagio de compostos gudmicos secundarios,
0 - Oue provocaria uma resposta evolutiva dos fitafagos. Haverido

mudangas evolutivas em ingividuos de uma populacido em resposta a

mudangas  evolutivas de  individuos de uma

sagunda populagiio,
segitida - por respostas evolubtivas  da segunda populacio  as

mudangas  da primeira, terfamos o fenomeno de coevalueXo (5

stricto de Janzen, 1980),
Foucos trabal hos tem demonstrado & existéncia cdesta

caevolugHo  com diversificaglio nos dois Jados da interface (por

cladogénese paralela)l, havendo geralments o gue s chama de




"woevolugio difusa" (Futuyma, 1983%),

HBanson et al. (19795) concluiram oue a diversificagio dos
Heliconiini & Fassifloraceae & devida a coevolugdo entre estes
dois grupos. Mitter e Brooks (1987%) reanalisande estes dados
concluiram gque  a evolueio dos Heliconiini ocorrew aphs a
diversificac3o das Fasszifloraceas, nio sendo portanto devido ao
fentmenn de cosvolugdo. Ha entretanto wna certa congrugnoia am

alguns niveis taxon®micos, & foram estudados cesos de coevolugio

a nivel de populaches de Heliconius e suas plantas de alimento

(veia Spencer, 1988).

Estudos nas interagfes entre lthomiinae © Solanaceas também
mostraram a nio  existéncia de diversificaco filogenética
paralela nestes grupos, pelo menos emn nivel de gonero { Brown,
19873 Brown et al., 19%1a), ;

Miller (1987) trabalhando com os Fapilionidaes e familias de
pDlantas de alimento larval (considerado por Ehrlich & Raven como
um  exemplo de coevolugifio)., mostrou gue n3o ha wna congrugnoia
filogengticva pestes arupps. O diversificago das dicotiledbneas
teria sido  anterior & evoluglo dos Fapilionidae. havendo
ﬂmlmﬁizaaﬁe de outros grupos de plantas hospedeiras. Dentro  de
aigumaﬁ tribos de Fapilionidag ha uma malor especificidade por
arupos  de plantas hospedeiras gue pode sep explicada  pelos
compostos secundiarios & sua taxzonomia (Brown gt al.. 1991H).

Meste contexto, o estudo da ecologia guimica da  tribo
Troidini {(Fapilionidae), raestrita a plantas hospedeiras da
familia Aristolochiaceas, torna-se interessante sob o  aspscto

coevolutivo (Brown et al.. 19%91a).




1. 0 sistema Troidini/Aristolochia

Oz Troidini neotropicais {OEneros

Battus) wtilizam exclusivamnsnts plantas do oggnero Ar

as  vezes aceltandn  apenas wuma espécie  como  alimento  larval

{(Brown el al.. 1981l Otero 2 Brown, 19887 (veia Tabelas | & 23,

cle Ard

fAe plantas das espéclies stolochis 880 voldavels  ow

herbiceas., geralmente  rizomatosss ou btubsrosas. Qs folhas 3o

alternas, simples, com presenca de pseuwdoestipulas em  algumas

S fa 0 flores sMdo axilares, solitérias ou  aorupadas  em
inflorescéncias, 0 fruto & uma capsula septicida, geralmente

hesagonal (Moehne, 19432, 1947). O ogéanero &ristolochia &

Fantropical  apressntando mais de quinhentas espécies conhecidas
(veja wvon Buw et al., L948). A5 regiles mails ricas em maéécieg
endémicas s30 o Brasil e a ilha de Hispaniola {(Repablica
Dominicans & Haiti) (Ffeifer, 19%6).

Faoucos 30 o organismos gue consequen se alimentar destas

plantas, pois as Aristolochia apresentam compostos secundarios

que  presumivelmente as  protegem contra a  ago  de fitéfagos

{ Brown ek

al.. 1981), tais como dcidos  aristoléguicos
aristolactamayg (e d vados nitrafernantrenos cle st
amargo} (Munavalli & Viel. 1946%a, tre oy Mix et al., iy,
alcaldides (El-Sebakhy & Waterman. 1984: Chen & Zhu, 1967
Cortes gt oal., L987) e terpenos (Munavalli & Viel, 196%a:; Rucker
et al., 1981 Lopes et al., 1987; Lopes e Bolzani., 1988: Maver
et al., 198%)(Figura 1).

For outro lado, o8 mesmos compostos  secundarios  podes

servir  para os Troildini como estioulantes de oviposigio (Chew e




Tabela 1: Plantas utilizadas para ovipesigdo pelos Troidinil+Z na natureza e es experisentos de laboratirio

Aristolachia
pelastoma arcuata triangularis sacroura esperanzae cvebifera galeata eleuans gigantea
N oL N L K L KL N L R L 8 L N L 0§ L
Farides proneus ¥y 0 X 7oy - 7 x 7 T R R 7 B
F. bunichus % £ % x - 7 i 7 A T T T
B. ascanius - 0 -y - a P - 7 7 x - P T 2 7
B. agavus LI LR L { 7 ¥ 7 FE S - T S T ook
P. anchises nephalion £ 3 xR Tz 2 7 ¥ 7 P % ox % ox 7w
P. neophilus eurvbates LO EI ? 02 - 0 £ - 77 ¥ 7?7 7
Battus polydamas XX PO SR ¥ 7 X L 2 S T TR "
1) Segundo Brown et al. (1981}, Otern & Brown (1986}, Morais & Brown (1992) e dados n¥o publicados,
2} N= npatureza, L= laboratério. Planta g= vtilizada, o= n¥o utilizada, 7= desconhecida ou n¥o testada ep

laboratério, -= nio simpdtrica na natureza,




Tabela 2: Cosparac¥o da utilizac¥o de plantas hospedeiras por larvas de Troidini®? na natureza B AD
taboratdric

Aristolochia
@elastosa arcuata triamgularis mscroura esperanzae cymbifera galeata elegans gigantea
¥ L H oL N oL N L N L N L ¥ oL N L N {

i

Parides proneus

2 x ¢ ¥ 7 ¥ ? i 2 - 7?7 40 8 ! 1 7 o0
E. bunithus 2 % 2 00 7 - 7 1 7 -7 0 x) 1 ox 7?7
P. ascanius = {g) - (x5 - r 7 x - T fr - r 7 r 7oy
P. agavus 2 2 2 2 x 707 2 7 T 0?7 2 % Ty
P. anchises pephalion 2 x 2 x 2 % 2 x 27 27 7T ¢ 20y T g
P. neophilys purybates 7 2 2 7 7 - 7 1 7 - 2 112
Battus palydamas 2 x 2 0% 2 % Lox 2072 20 X7 oy 2ty

3] Sequndo Brown gt al, (1981}, Otero & Brown (1984}, Morais & Brown (1997} e dados ndo publicados.
b) N= natureza, L= laboratbrio. 0= ndo utilizada, {= pouco utilizada, 7= muito wtilizada, x= boa
desenvolvieento, {x)= desenvolvisento lentoc e ausentn da nortalidade, o= desenvolviments auito ruis e alta

mortalidade, r= rejeitada, 7= desconhecidn ou ndo testado em laboratério, -= nfo siapdtrica na2 natureza,
t principalmente nas flores,
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FIGURA 1: Principais compostos secundarios de Aristolochia (Chen e Zhu,
119873 Mix et al., 1982; Munavalli e Viel, 1969; Lopes et al., 1987).




Robbins. 19845 Nishida & Fukami, 198%bs Fesnyv, 199171 .
fagoestimulantes larvadis {(Nishida & Fubami. 198%a: Miller e
Fearny, 1782, ou guands armazenadas, protecio da larva e 2 do
adulto contra predadores e parasitas (Rothschild et al., 1970
Brown =t al., 1981:  Browser, 1984:; Urzua e Friestap. 198%;
Mishida & Fukami, 198%x).

Foucos  s3o  os  predadores de Troidini conhecidos, sendo
recusados  em  experimentos de predagico por passaros (Erowsr e
Browsar, 194643 Chai, 17984). Geralmente os predadores de larvas
s artropodos como formigas e peguenas aranhas (Morais e Brown,
1992) . Odendaal et al. (1987) observaram lagartos se alimentando

de  adultos de Batius philenor. Mas observagBes de predacdo  no

CAMPO B0 Faras, possivelmente pela impalatabilidade destes

QrOan ismos. )
Rothschild et al.(1%70) e Fothschild (1973) detectaram

acidos aristoléguicos (AAs)  em Troidini asidticos e também

substancias  com atividade semelhante a acetilcolina em Tratdes

agacus  oriada em Aristolochisa elegansz. além de tragos de acidos

aristoloquicos nos adultos de B. polvdamas (Neotropical), cujas

larvas também se alimentaram de . ns. Isto  também  foi

mostrado por Urzda e friestap (1985). enguanto gue adultos de Et
palyvdamaz coletados na naturers apresentaram bastante fAs  do
tipo I, I, Tlla & IVa, bem como adultos de B, archidamas cujas
larvas consumiram A. chilensis (Urzda et al.. 1983 (Figura ).

Urzda st al. (1787} também mostraram gue as Tarvas de BE.

archidamas seguestram seletivamente alguns tipos de Afs das
fDLﬁaa tde sua planta de alimento. Nishida e Fukami (198%a, k)

isolaram uma série de comnpostos das folhas de @. debilis sendo a




TIPOS
R
1 R2 R3
I H OCH
3
1T H H
I1laj OH H H
IVa | OH H OCH3
B H o OCH
acido aristol&quico
OH
HO HO
CH
3
W OH
sequoyitol

FIGURA 2: AAs encontrados em B. polydamas e B. archidamas (tipos I, I1I, IIla,
IVa), segundo Urzila et al. (1983, 1987) e estimulantes de oviposigao de A.
alcinous (AAs tipo I, II, Illa, B e sequoyitol), segundo Nishida e Fukami
(1989b).




mistura de AR (I, I, ITIa, B)Y e ssguoyitol {(Figura 23

responsavel pelia estimulagHo de oviposicio o Troddind

Qtrmmhaﬁwura alcinous. Os Ads também apresentaram atividaﬁe clez
fagoestimulagio larval. Miller e Feenv (198%) mostraram e 0s
AAs  aumentam o orescimento e sabrevivencia de larvas de E.
palydamas. Nishida & Fukami (198%a) isolaram 0As dos ovos &  em
todos oz estagios de vida e no fluido osmeterial das  larvas.

Outros relatos de incorporag3o de AfHs por larvas, & sua pass

ZAWECTH
para os adulitos de Troidini, carecem de comprovago.

Apesar da quimics das Aristolochia ser bem conhecdca, &

espécies de Aristolochia nativas da regldo sudeste-sul

brasileira carecem de estudos, principalmente dos Compostos

presentes nas folhas., Cortes el  al. (1987) isolaram bLras

aigarn

alcaloides bisbenziliscguinolinicos das folhas de AL
pampulhamina (Figura 1), gersaldoamina e pedroamina. Das  folhas
de A. glegans El-Sebakhy » Waterman (1984) isolaram o alcalbide
metilcuspidalina, nio sncontrando  nenhum outro composto
nitrogenado. Urzda e Friestap (1985) detectaram somento tragos
de AB&A-T. Re A. glegans foli isolado ainda a Lignana cubshina
{(Figura 1) e o diterpeno ent~Eauranc-lém,17-dial (Habib & EB1-

Sebakhy, 1981}). Da raiz e ramos de A. triangularis Rucker 2t al.

{1781} isolaram diversos diterpenos derivados do Eaurano,
triterpenos derivados do stigmastano, sesquiterpenos, cubebina e
outros derivados desta lignana, ndo sendo detectados A0s., Lopes
g2t al. (1987) idisolaram 12 derivados do diterpeno clerodano de
raizes de A. galeata & ramos de A. gsperanyae. Trabalhando com
folhas de A. gymbifera . A. esperanzae e A. galeata Lopes e

Bolzani 11988) isolaram diverzos derivados do labdano (Figura 1
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& G). Da raiz de A. galeata foram isoladas diversas lignanas:

cubebina, asarinina e fargesina.
Brown et al. (19%9la) propuseram uma hipdtese de coevolugdn

entre Troidini/fristolochia

nentropicalis, considerando que na

evolugdo das Aristolochia surgiram acréscimps e mudangas  nas

classes de compostos de defesa contra fitofagos. Os  Troidini
primitivos sequestrariam terpenos como defesa contra predadores,
uma  vex qgue suas plantas de alimento sMde apresentariam  Ads.
Espécies mals derivadas acumulariam os 8ds das sutas  plantas
hospedeiras. B espécies ainda mais derivadas tolerariam o Oleos

essencials e compostos fendlicos das Aristolochia mais derivadas

0 estudo quimico da interaco Troidini/@ristolochia toprma-

ze interessante sob o aspecto da evyoluglio dos compostos guimicos

de defesa em Aristolochia e a utilizac®o destes compostos pelas

borboletas, bem comp exemplo de processos  de coadaptacio e
coevalugdo entre fitéfagos e plantas. gue pode ser importante na
caracterizanio filogendtica e guimica nos dois  lados cla
interface (Futuvma e Slatkin, 1985: Brown et al. 1991a; Feeny,

1991 .
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Z. Objetivos

Este trabalho tem como objetivos principais:

1) Estudar a gquimica de diferentes espécies de Aristolochia e de

Troidini, visando detectar as principais classes de compostos
secundirios existentes nos  Titdfagms o emn suas plantas
hospedeiras.

2y Comparar o desenvolvimento destes fitafagos em diferentes
especies de plantas hospedeiras e testar é efeito dos compostos
secundarios vegetais zsobre estes insetos.

) Fornecer dados para testar a hipotese de cosvolugia
sequencial entre estes dois grupos, sugerida por Hrown et al.
(19%91a).

4} Fropor novos testes & novas hipoteses de tm@vwlug%mk nesta
interface, testaveis com as metodologias desenvolvidas neste e

em outros trabalhos.,
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1. MATERIAL E MéTDDOS

1. Espécies vegetals

Diferentes espécies de Aristolochia foram coletadas nas

regites sudeste e sul do Brasil para analise guimica. Fara as
criagies e bioensaios com Troidini foram wtilizadas plantas
derivadas de populagBes naturais da regido de Campinas, HF (&
melastoma Manso, A. arcuata Masters, A. elegans Masters, M

0. FKuntze, A. galeata Mart. & Zucc., A. gigantea

Mart. & Zucc.)i da regidio de Extrema, MG e Jundial. SF 0 (A.

triangularis Cham.) & uma espécie proveniente de Reagistro, 8¢,

transplantada para Campinas (8. macroura Gomez).

2. Espécies de Lepidoptera

Individuns de guinze espécies representantes dos  brbs

generos Neotropicais de Troidini (BEurvades, Farides e BEattus)
provenientes de diferentes regifes da América Central, Caribe e

America do o HSul, bem como Atrophaneurs alcinous  (Klug, 1836

(proveniente do Japdo) e Troides rhadamantus (lucas, 1835

{proveniente das Filipinas) foram utilizados nas analises
guimicas. Os exemplares das sspécies encontradas em  outros
paises Toram obtidos mortos e secos.

Fara as criagdes e bicensaios foram utilizados individuos
de populagies de Campinas (Amarais, Monjolinho, Reserva Santa
Genebra) das espécies F. proneus {Hubner, 1825%), . bhunichus

bunichus  (Hubner, 1822), F. neophilus survbhates (Gray, 1IB3X) @

B. polvdamas (Linnaesus. 1758 de S8%o Carlos, B {Campus  da

UFSCar) a espécie F. proneus: da Serra de Extrema e Serra do




Japi (Jundiai) a espécie B, polystichtus (Butler, 1874), & de

Furnas, MG a espécie F. b. diodc {Hopffer, 18&46).

—

e Fracionamento e detecgio dos compostos ods Aristolochia

No  fracionamento guimico (desenvolvido neste  trabalho)
partes vegeltals frescas (160 g) das diversas sspacies de

Aristolochia foram maceradas rapidamente em Hol-MelH-CHCL -

hexano (0070033001500 ml) + 20 ml de HCl concentrado,
agriginando uma fase inferior organica (separada em fragbos
neutra, acida e fendlica) e wna fase superior aguosa {figura 3.
A fase aguosa foi extraida com CHCl=. Este sxtrato CHCL =-Me(H
tambem foi separado em fragles neutra, aAcida e fenolica. A fase
aquosa  restante fol evaporada em rotavapor de baixa pressfio a
S500C  até todo o MeliH ser removido. & resfriada até temm@?ﬁtura
ambiente. A precipitaco de alcaloides foi obtida com 10-50ml de
reagente de Mavers {(Cromwell, 19%9), deisando 24 hs a 5090 F3Ei é
maior precipitag®o. 0 precipitado foi entdo filtrado, secado e
pasado. Todas as fragdes foram evaporadas em rotavapor de hailxa
pressfo a 9090 e pesadas.

Az diversas fracfes foram analisadas em cromatografia em
camada  fina (COF) de silica gel Woelm (placas de 3IX7 om) ow  de
silica gel &0 Fasg Merck (espessura OL.2mn) (placas de &X10 om),
utilizando—-se come fase movel (OHOLz-MeOH em diferentes
proporglies (90:5, 90110, B80:20, 70:30): na mesma placa  foi
aplicado um padr3o de acido aristoldouico (AA) (Aldrich Chem.
Co.}. As placas foram analisadas =m luz visivel, am ultravioleta
(UV)y em cémara de iodo e borrifadas com sulfato cérico 0% &m

acido sulfuaricoe 1 Molar (segunde Brown o Djerassi, 1964) seguido

13
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de aguecimento. Os Afs apresentam cor amarela na luz visivel =
fluorescéncia marerom no V.

Algumas fragles foram analisadas en sspectrometria de
Regsaﬁﬁnaia Magnetica Nuclear de proton (RN LH) HHz .  em
Varian T-60, uwutilizando-se gomo solventes CDCL= + 1% TM&. s
deslocamentos guimicos foram comnparados  com padries da

literatura, para as respectivas classes de substdncias.

4. Fracionanento & detecc®o dos compostos de Troidini

Os  individuos das diversas espécies de Troidini utilizrados
na andlise guimica foram coletados no campo e rapidamente
trazidos para laboratdrio e congelados a -10%C para posterior
analise. Alguns exemplares (de localidades mais distantes) foram
obtidos Jj& secos. Cada individuo foi macerado em GHClgmﬂ&GHQHEQ
(4:2,.8:11,2ml1) + o 0,016ml de HCI concentrado (ver figura 431. A
fase orpidnica  foi sxtraida com MaHCO= & o a4cidos recuperados
com HCl 2% e CHCl=x. Esta fragio Acida total foi evaporada e
dissolvida em Hml de EtOH absolutp para andlize colorimébtrica em
egp@éi?ofotﬁmﬁtrm Micronal EBEISEO0 =sm 290nm. RDeterminou—se a
concentragdo de AH  total mediante uma curva padedo  onde a
absorbidncia tles 0,020 corresponde  a Sug de MO, Apbs A
determinagio da concentracio de AA cada amostra Toi evaporadia
digsolvida em CHELl % sendo analisada em COF conforme procedimento

adotado na analise das Aristolochisa. para confirmac®o da

presenga de AAs.
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. Criagio & bioensaios com Troidini
Lotes de ovos das esspécies de Troidini foram obtidos no
campa (B, polvdamas) ou provenisntes de fégmeas capturadas na

natureza (F. proneus. F. bunichus. F. neophilus eurybates, R.

polvstichtus)} g2 estimuladas a ovipositar dentro de sacos

plasticos com suas plantas hospedeiras (mediante proximidade de
wna  lampada de  150W) em laboratorio. As oviposic@es de cada
espocie  foram divididas em lotes de 4 a 10 ovos para criago em

diferentes espédcies de Ardistolochia. H% larvas foram criadas em

potes plasticos de BOml com tampa (para evitar a dessecaclo das

folhas) sem controle da temperatura & fotoperiodo. ApOs wna

semana de vida as larvas de Bat faram transferidas para potes
de dois litros. Para evitar efeitos provocados pelas diferéﬂgaﬁ
de temperatura e fotoperiodo os lotes em diferentes especies e
plantas hospedeiras foram criados simul tS3neamente . A larvas
foram acompanhadas diariamente para determinar a mortalidade e
duragdo de cada estadio. Q alimento foi trocado diariamente,. bsm
comn efetuada & limpeza dos potes. As larvas foram pesadas no
setimo dia apos a eclosio dos ovos e as pupas no segundo dia
apas o empupamento

Com estes dados ¢ possivel comparar a schrevivencia e
duracao {(em dias) de tada estadio, a sobrevivéncia e durago {(em
dias) de ovo até pupa e o desenvolvimento relativo {peso  no
setimo dia de vida e peso pupall.

Fara verificar os possiveis eofeitos dos ﬁmmp@ﬁtmﬁ cler

Aristolochia na acelitagdo & consumo alimentar, foram realirados

.

bioensaios utilizando lotes de larvas de 39, 40 g 50 aotidios.
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Realizou-se somente experimentos de curta duragdo (&—Z24h=. ).
Antes de cada experimento 10 folhas de cada espécie de

Aristolochia foram pesadas. secadas por owna hora a 11090 em

estufa e re-pesadas para a determinagio do contetdo de agua. Em
algums experimentos faram secas e pesadas as metades das
proprias folhas cujas outras metades foram oferecidas &s larvas.
Ag  folhas utiliradas nos experimentos foram pesadas antes  do
inicio de cada experimento (peso fresco iniciall). ds fragles e
compostos wutilizados foram dissolvidos em etanol absoluto e
mantidas em solugio estogque a 59C. Cada larva recebia uma folbha

de fAristolochia com a fragBo ou o composto a ser testado

pincelada na face adaxial na mesma concentrag®o encontrada  em
cada especie vegetal. As larvas do  grupo controle recebiam
somente folhas pinceladas com etanol. Hs larvas foram p@a%daa Ex]s]
inicio & no fim de cada expsrimento.

“ Apos o fim do experinento o gque restou da folha oferecida
foi secada em estufa para determinar o peso seco (pesD  sSeco
final). Determinou-se o peso seco inicial da folha a partir do
peso fresco  indcial & o conteldo inicial de &oua. Com estes
dados foli possivel calcular alguns  indices de consumo 2
crescimento (segundo Waldbauer, 1948: veja tambdém Rauwgher, 1981:
Scriber, 19863 Miller & Fesny, 1989):

Consuma {0)}= psso seco ingerido

Consumo Relativo (CR)= peso ingerido X pesao larval™l
Crescimento Relativo (CrR)= peso ganho X peso larval ™1 X 100
Eficidncia de Conversdo do Alimento Ingerido (ECI)s CrR X crd

= peso ganho X peso ingeridm“i X100
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Fara oz caloculos do CR, CrR e ECI foram wtilizados os pesos
frescos das larvas (pesos iniciais) g do material ingerido. 0
peso fresco do material ingerideo fol sstimado atraves do  peso

seco final convertido para peso fresco final.

6. Bivensalilos com Fapilionidas nd3o Troidini
Fara verificar os possiveis efeitos dos compostos de

Aristolochia em putro papilionideo, adaptado a outros compostos,

Forram vtilizadas larvas de 49 g %92 esgtédios de Papilio

anchisiades (Esper, 1788) (FPapilionini) criadas em Esgnbeckia

leiocarpa (Rutaceas). Qs #perimentos  seguiram & HERESMma

metodologia dos bioensaios com Troidini.

7. Analise sstatistica

Fara determinar se as diferencas de sobrevivencia =30
significativas foi uwtilizado © Teste de Qui-guadrado {x
segundo Conover (1980).

Fara determinar se as diferencas nos pesos, duragido oo
periodo  larval e dos  indices de consumo & 0 corescimento  slo
significativas foi witilizadeo o Teste de "U" de Hann-Whitnev

segundo far (1984),
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TI1. RESIL.TADUS E DIBCUSS%G

1. Compostos de Aristolockhia

A Tabela 3 mostra as concentraches das diversas Traclies das

extraces de diferentes espécies de Aristolochis {(ver também

Apendice I). Entre as fracfes mais abundantes ha as apolares

A. galeata. Todas as fracgies polares s3o menores gque 1% do pesn
BEC dég plantas. Existe uma grande variacdo nas concentraches
das fragles dentro da mesma especie. As folhas de A. galeata
coletadas na Serra do Japi apresentaram a fracio Acida apolar
(FAA) de 0,66 a 1,89% do PS (peso seco) @ a fragio de fennis
apolares (FFA) de 2,54 a 11.08% do FS5. J& as folhas coletadas e
Campinas apresentaram 1,460% do PS de FOAA o HF.61% do FE de FF&, e
& amostra de Itirapud apresentou 0,32% do FS de FAA e 4.54%  do
FS de FFA (Tabela 7).

As  diversas espécies analisadas tambem variaram muito na

guantidade de alcaloides. sondo CILEE . trianouwlsris foi &

especie  com maior concentragc3o (788Bmg de precipitado para 160g
de folhas frescas) (Apéndice I1).

A cromatoarafia de camada ftina (COF) indiecou a presesnga de
varias manchas de &cidos aristologquicos  (AAs) nas  fragles
apolares -(FAA e FFA) e na fraglo acida polar (FOAFY em  diversas

especies de Aristolochia (Apéndice I11). Apts borrifar as placas

gde CCOF com sulfato cérico e anuecer visualizou-se uma a duas

manchas muito nitidas nas fractes FAA e FFA de . smperanzag. M.

cymbifera & A. galeata. A andlise destas fragBes em FRMN 1

reveloun a existéncia de uma mistura de diterpenos derivados do
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Tabela 3: Concentrapfes das diversas fragfes ea riligrama de frapdo por grasa de peso fresco
{ng/g) & e relagdo ao peso seco (% PS

de ‘uaterial

Espécie Coleta Parte do frida Fenol Neutra fAcida Fensl
vegetal apolar apolar zolar polar polar
#a/g LIPS mglg PS5 rgfg  LPS ag/g  EPS  sgig AP
R, sessilifolia  02X90 WM folhas 0,57 0,24 8,10 90,04 0,67 0,30 0,50 0,23 ¢,23 0,40
B. selastoma VIR0 A folhas 0,18 9,08 0,08 0,04 0,34 8,14 0,38 0,48 G065 0,04
4. rupicifolia  01%90 BU folhas 0,15 0,07 ¢,08 4,04 1,4 9,79 06X 010 0,22 0,10
A. pdora 0319¢ B5 folhas 0,14 0,06 0,00 0,04 0,66 ©,30 0,86 0,03 0,11 0,05
8. arcuata gVIS0 CA folhas 0,11 0,04 0,13 0,08 0,27 0,10 6,2% 0,1 0,08 0,02
A. macroura 181v90 CA folhas 0,29 0,§1 0,11 4,08 0,37 4,13 0,42 9,153 0,08 0,02
03181 CA folhas 0,24 0,09 0,08 0,03 0,81 0,29 0,45 0,13 0,08 ¢,03
A. triangularis 0BV §J folhas 0,12 0,03 0,07 0,03 0,24 0,69 0,18 0,07 0,06 0,02
24VIII91 1A folhas 0,30 0,12 0,59 9,23 0,43 0,17 0,37 0,15 0,20 0,08
A, elepans 04X%0 RD folhas 0,15 0,04 0,05 6,02 1,09 0,42 0,40 0,048 0,07 0,03
A. psperanzas 09191 UR folhas 8,22 3,14 1,82 0,70 0,82 0,32 0,85 0,33 0,13 9,08
flores 2,27 2,84 0,45 0,57 0,64 0,80 0,36 0,45 0 g
JOIII9L M0 folhas 4,82 1,78 8,30 3,19 1,70 0,64 0,58 0,21 0,90 6,35
flores 0,30 0,43 0,39 0,49 0,17 6,22 ¢,28 0,35 017 42
R. cymbifera 04X%0 RE folhas 3,30 0,27 372 1.4 1,07 0,4 0,29 0,81 0,37 0,14
10%190 1T folhas 4,90 1,89 (4,31 4,27 1,% 0,60 0,62 0,24 0,41 0,18
flores 0,34 0,43 0,21 0,27 G,46 0,57 U, 0,14 0,07 9,09
#. paleata 16V30 53 folhas 1,72 0,66 28,80 14,08 0,84 0,32 0,42 0,16 0,24 0,09
13VI90 CA folhas 4,17 1,40 §.37 341 4,51 0,20 0.6 0,06 6,49 0,19
31191 §J falhas 4,92 .89 b, b3 2,5 £, 77 9,48 0,70 0,27 0,86 9,22
rasos 046 0,44 0,33 0,10 0,26 0,08 0,41 0,048 0,11 0,04
flores 0,30 0,38 6,17 0,22 9,37 0,47 0,07 4,09 0,00 0,02
pecinios ¢,50 0,29 1,87 0,87 0,38 0,22 0,11 0,07 6,07 0,04
ralzes 9,43 0,08 4,73 0,83 0,40 0,07 0,12 0,02 0,07 0,04
4VIII91 1A folhas 0,84 0,32 11,28 4,34 1,00 0,38 0,52 0,20 0,40 0,23

1} Data, local de coleta: BU= Burarasa, ES; BS= Barra de S¥o Jlao, RJ; CA= Campinas, 5Py 1A= Itirapud, §P;

7= Itatiaia, RJ; MO= Morraria Brande, Mi; RD= Rio Dowrade, RJ; S5J= Serra do Japi,
UR= Urucum, M3; VM= ViasZo, RS.

Jundial,

8F:
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acido labdandico (AL){(Apéndice 111). Estes compostos ja& haviam
sido isolados nestas mesmas espécies por Lopes g Bolzani (198},
havendo o predominio do  Acido Enﬁwlﬁbd&n~3ﬁ~mlwlﬁm&icu em
A.galeata e Acido ant~labd~épmmlw8—£i?},13“dienm15wwicm em .

gsperanzae (Figura 3).
A Tabela 4 compara a presenga e guantidade relativa das

tres principais Cclasses de compostos sncontradas Nnas

Aristolochia arjui estudadas . O Fifss HA 0 compostos

caracteristicos das Aristolochia, mas surpreendentemente n3o

foram detectados nas folhas de cinco pupecies estudadas. A,

macroura fol a espécie com maior gquantidade de ARs, ndo  sendo

detectado nas folhas de 6. adora. A. gleogans, A. esperanzas, M.

contrario dos resultados de Rucker gt al. (1981). A ahﬁliaé o
flores de algumas das espécies com a ausencia de A4 nas folhas
revelou a presenga destes compostos. Sendo detectados também nos
ramos e ralxes de A. galgata. Esta espécie juntamente com .
esheranzasg e A. cymbifera apresentaram grandes gquantidades de
Als nas folhas. A guantidade de precipitado alcaloidal variou de
492 a 788mg para 1&0g ﬁ& material. A. galeats fol a espécis  com
{sem ARs e ALs) apresentou &%mg de alcaldides. Eastudos
anteriores {Rothachild, 19774 Lirata & Friestap, 18968
encontraram  tragos de O nesta egpecie, diterpencs derivados do
kauvrano (Habib & El1-Sebakhy, 1781 e alcaldides biig—

benzilisoguinolinicos (El-Sebakhy & Waterman, 1984}.
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2) acido ent-labdan-8B-13-en-15-oico

LM
——

COOH

-
=
Py

%y =
Ou
3) acido ent-labd-6B~01-8(17),13~dien-15~8ico

FIGURA 5: Principais diterpenos derivados do labdano encontrados em A.
galeata (I e 2) e em A. esperanzae (3), segundo Lopes e Bolzani (1988).




fTabela 4z Fresenca de acidos arrstoloouicos (AR acidos
lTabdandicos (ALY e alcalédides (Y em algumas espéeciss de
Aristolochia sul-—americanas

Espécie Farte vegeta
A. sessilifolia tolhas
A. nelastoma folhas
a. ramicifolia folhas
A. adora foalhas
A. arcuata folhas
. macroura tolhas
A. trianogularis folhas
A. slegans folhas
A. gsperaniag ferlhas
flores
A. Ccymbifera folhas
flores
. galeata folhas
peciolos
flores
1 AMOS
ralzes

Guantidade wstipulada @ 1) &mn relacio a intensidade das manchas
em CCF, ) peso da fraclo e sepectro  de FEMN 1y (&OPHHZ Y,
F) precipitado alcaloidal com reagente de Maver para 160 g de
material Tresco (valores em me) . Concentragties relativas: Rl £ Y- U}
detectado, + +tragos, + POUCO Sy wwwy kbt muito. ¥ Detectado como
tragos en outros estudos (veia Rothschild, 1975y thrzta &
Friestap, 19%8%5).
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Estes dados de presencasauseéncia de compostos permitem

separar as Aristolochia estudadas em trés grandes grupos:

1) Especies com OAAs nas folhas (sessilifolia. mezlastoma,

rumicifolia, arcuata,. sacrouwra e triangularis),

2) Especies sem AAs nem Ale nas folhas (odora e elegans) e

2Y Espécies sem ANs e com HAbs nas folhas lesperanzas, oynbifera

e galeatal.
A presenga ou ausencia destes compostos pode ser um dos
fatores gque influenciam a utilizaglo das diferentes espécies de

Aristolochia pelas espécies de Troidini. E conhecido gue

diversos terpenos 3o fagoinibidores para insetos (Geigler,
19793 Mabry e Gill, 1979: Nahrstedt, 1989). Como as espéciss de

Aristolochia com Als sd&o wtilizadas por poucas  espécies de

Troidini., estes compostos podem estar detendo algumnas espbries
de fitofagos. A auséncia de AA, composteo fagoestimulante e

estimilante de oviposig3o do Troidini Atrophansura alcinous

{Nishida & Fukami, 198%a h) poderia estar também mediando  a

utilizacdo das Aristolochia. & presenca de AAs nas folhas das

especies representantes dos  adéneros  mais primitivos de
Aristolochiaceae (veja Munavalli & Viel. 196%a) pods indicar gue
# um estado primitiveo. A an&lise guimica preliminar de folhas de

dois outros géneros de Aristolochiaceae (Euglypha e Holostv]lis)

também - indicou a presenga  de ARfs. Done Aristolochia &

considerado o género mals derivado e também apresenta Afs, pode-—

BR BUPOr gque especies mals derivadas (como gsperanzae. cymbifera
& galeata) podemn  ter perdido AMs e adguirido outras defesas
{AL.s) contra fitdfagos especialistas em Aristolochiaceas, 0 que

seria una evidéncia de um cenario de coevoluglo.
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2. Compostos de Troidini

A analise quimica de imagos de seis pspécies de Troidini da
regido de Campinas (Amarais e Santa Benebra) e Jundial S@rra o
Japi) demonstra que estes organismos apresentam alcaldides =além
de AfAs (Tabela 9). A concentragio de alcalédides & muito sUperior
(0,4 a 0,97 do F8) A concentracdo de AAs (0,005 a 0,013% do BS)Y.,
Oz s #30  considerados  os  conpostos responsavels pela
impalatabilidade destes lepidopteros {Brower, 19841 PBowers,
1990y, apesar  de n¥o existir nenhum estudo aue demonstre este
fato. Talver a alta concentrac3o de alcaltides presente nestes
organismos também confira alguma defesa.

A Tabela & apresenta a guantidade de AAs por individuo (ua)

& & concentragio (Y% do FE) em 17 espécies de Troidini. B

Sorethrus, especie mals primitiva da regifo Meotropical { B own

gt al.. no prelo) apresenta A0S em O,02% do PS. fAs espécies com

maiores concentragfes de Ads (de 0,036 a 0.042% do PS) foram f.

scanius., F. anchises e F. chabrias,., existindo uma alta

variabilidade na gquantidade de Afs. Em Fo anchises variou de 14

& 20 ugsind. dentro de um grupo de fémeas coletadas no litoral
de SF & RJ. As guantidades de AAs encontradas nons individuos das
especies analisadas fol muito menor gue a encontrads em outras
especies em outros  trabalhos (veia Rothschild et al.. 19745
Urzta & Friestap, 198%: Nishida & Fukami., 198%a3). Isto pode se
dever, além do método empregado, a quimica da planta hospedeira
=] por wm possivel sequestro seletivo de A8 (veia Urzoa et al..
1987).Tanto as aspécies consideradas mais primitivaﬁ_ﬂuantm =

mais derivadas apresentam AfRs, contrariando a hipdtese de Brown

gt al. (1991a) onde espécies mais primitivas {p.ex. Farides
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Tabela U: Concentrac®o média (% de peEso  secol  de acidos

aristoldgquicos e alcaldides em aluumas espécies de Troidini.

Espécie i Acidos Alocaltides
aristoldguicos X

Farides proneus 8 G010 0,7
Farides agavus a8 0,006 0,
Farides bunichus 4 0, OO 0,9
Farides neophilus 4 0,017 0,9 )
Battus nolvdamas 18 0L, 0LE 0,43
Battus polyvstichtus & 0, 008 0.8

N= numero analisado

¥ considerado 30% do peso total do precipitado
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Tabels &: Quantidade de &cides aristoloouicos {ffs) {ug/individun} e sua concenfracdc  média

2)

3)
4

{% do peso seco) em diferentes espécies de Troidini
Espécie Local de Planta Sexn nu N ﬂﬁs4!uq1 Coancentragdo
coletal hospedeiral estdgio {x % peso secol
turyades corethrus €B, W i féaea 1 17 4,020
sacho 1 23 0,020
Battus zetides PO ? macho 1 i 4,024
B. polydasas CA, 84 2. 3, 4, 8, femea 10 (420 0,007
b, 7 macho | I & 9,008
Lty 2 fénea 1 3 0,005
3 fémea 2 8 {3-12) 4.009
sacho § 17 (10-28) 0,022
pupa & 8 {3-12) 0,008
7 farva 5 estddio & 15 13-30) ¢.014
B. polystichtus 81, SE 2,35 4 féaea 12 20 {3-80) 0,010
gacho 6 12 (5-1&} 0,008
B. crassus Rd ? wacho 229 (2810 0,014
Troides rhadasantus cp 8 aacho 1 2 0,020
Atrophaneura alcinous Nd ? féaea 1 ¢ 8,003
mache 232 1560 0,025
Parides pronsus £a, 8 b fémea 4 14 {7-23) 6,02
. macho g 8 {4-18) 4,081
C (CA) 2 pupa 3 15 {13-20) ¢,01%
P. ascanius L 3 fémea 3 A2 (17-68) 0,036
P. hupichus £a, 8 2. 3,04 féaea B 1 (43N 0,013
sachy 15 {4-30) 0,014
¢ {Ch) 3 gacho 1 [ 0,014
P. anavus €A, RJ 2, 3, 4 fémza & 13 (5-28) 0,015
gacho 7 7 1314 0,009
C h) 3 macho 2 g {311} 0,010
P. phatinus &R ? macho t & g.008
P. thabrias iB 7 fémpa i ¢ 0,042
P. tros R 10, 1 fénea I B 4,031
P. negphilus ] 2,3, 5, 6 fégea T {7-19 G614
macho 16 7 {3-18) 0.009
P. zacynthus Rd, &N ¥, 12, 13 fémea & 38 {153-69) 0,027
zacho i 27 114-59) 0,023
B. anchises tA 2, 3. 5, &  feoea 3 26 (2330 4,014
RJ, SN 4, 9, 12, 14 fépes 4 4B {14-90} ¢,038
aacho 2 17 ¢42-23) 0,013
£ {ca) 3 sacho 3 42 {19-451 0,032
1) C= criado em laboratério , CA= Campinas e L= Curitibanos, Brasily CP= Cebu , Filipinas;

BR= Buerrerc, Mexico; NJ= Nagoya, Japdo; 0B= Obidos, Brasil; FO= Polo, Rep. Bominicanay RJ= Rio de
daneiro, §E= Serra de Extrema, SJ= Serra do Japi, SN= Santos, e VM= Viam¥o, Brasil.
Aristolochia: 1-sessilifolia, 7-melastoma, 3-arcuata. d-triangularis, 5-elegans, é-esperanzae,
7-galeatz, B-tasala, 9-macroura, 10-rumicifolia, H-cynanchifolia, 12-odora, {3-paulistsna,
14-cymhifera.

niimero de individuos.

pédia aritmética (amplitudel,




proneus) segusstrariam outros compostos (cono terpenos) das suas

plantas hospedeiras. Larvas de Battus polvdamas criadas em

apresentaram [AT81- {530 s o, g, concentragiios médias
semalhantes a&s  encontradas  em ingdividuos criados em plantas
hospedeiras com Afs (A. oelastoma & A. arcuatal e  individuos

coletados na natureza. Larvas de alaumas especies asidticas de

Troidini criadas em eespecies de Aristolochia SEMN P
apresentaramn também estes compostos {Nishida, Comanicagio

pessoal). Este fato pode indicar uma possivel biossintese de Ads

a partir de precursores seguestrados da planta hospedeira {(como

alcaldides benzilisoguinolinicos) pelas larvas,

-

3. Lriagiio 8 biosnsaios com Traidini
A Figura & mostra a sobrevivéncia larval apds sete dias de

alimentag&o de algumas espécies de Troidini  em diferentes

especies de Aristolochia (ver Tabela 7). FParides DEONeUs, gue na

natureza so utiliza A. pelastoma teve 100% de sobrevivencia em

A.  arcuata,. 75% em A. triangularis e 60% em . MacFOura. Todas

A larvas criadas em f. e BOaNS. M. @speranzas e A,

morreram  no segundo e terceiro dia, recusando completamente  as

folhas de esperanzae e galeata. Fe negphilus, una espécis mais

polifaga: (utiliza vérias sspécies de Aristolochia de compoOsicio
dquimica muiteo distinta), aceltou  todas as espdciog de

Aristolochia oferecidas & excecdo de fB. galeata, nma gual tonlas

as larvas morreram sem comer. Battus polyvstichbus morreu am £

aleata (na gual oviposita na Serra do Japi) 8 em . macr
gataeata 2] Ble MACH

e surpreendentemente  apresentou uma menor sobrevivencia em P
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Tabela 7r Valores de BQui-Duadrade e suas probabilidades DAaF&E as

diferencas nas sobrevivéncias larvais em diferentes Aristolochia

apads sete dias de vida (vejia Figura 5).

f)Parides proneus

{bleglastora arcuata trisnoularis sacrpura elemans  gqigantea ssperanzae

arcuata{4} 6 ns

triangularis{4) LT ns 1,14 ns

aacroural 3} 2,93 a5 2,065 0,02 ns

elegans(5] s 9 st 542 8 4,28 1

ginanteatd) T, M 8 5,76 ¢ 2,72 ns 1,67 ns 1,11 ng

esperanzae{s) It 7 s 562t 428 ¢ 0 ns  {,0ins
galeataid) 10 ¢ 8 & 4,80 % 3Ie0ns 0 ns 0,90 as J ns

BiParides neophilus

{4}melastona arcwata trianguiaris sacroura  elegans gigantes esperanzae
arcuatals) 4,9 ns

triangularis(4} 2 ns 0,9 ns

macrouraléd) ¢ a5 0,9 ns O ms

elegans(5} 2,06 ns 0,47 ns 2,06 ns  2,0h ns

giganteal3} 5,80 ns 1,67 05 36005 3,80 ns 0,80 ns

esperanzaetd) 2,06 ns 0,47 ns 2,06 ns 2,06ns 0 nsg 0,40 ns

galeata(d) T8 64678 % 19 fr 4,781 2,5 ns 4,78 1%

CiBattus polystichtus

{10}eelastoma arcuata trianqularis macroura gigantea

arcuata{l0} 1,05 ns

trianqularis{i0] Ao 17T n

pacroura{10} Lo 3hest 20 48 3,53 ns

gigantea{ld) 1,650 0  ns 10,77 14 20
galeata(10) 16,3600 20 my 3,53 s 0 ns 20 1

D)Battus polvdamas

{b)splastoma arcuata triangularis sacroura gigantea

arcuata{9}) 0,71 ns

trianqularisi7) 0 ns 0,83 ns

gacroural7} 2,02 ns 0,79 ns 2,33 ng

gigantea{7} 2,02 ns 0,7% ns 2,33 ns ] ns
galeatat¥) 0Jins 0 s 0,83 ms 0,7 ns 0,79 ns

(N) tamanho da amostra, ns n&o significativo, ¥ F{0O,05
XX FPL0O,01 e X% PCO,001.




triangularis, planta hospedeira utilizada na Serra de Extrema o

Serra do Japi. B. polvdamas, a espécie mais polifagea, teve

sobhrevivéencias semelhantes em todas espécies de Aristolochia

testadas.
A analise do peso larval apds o mesmp periodo mostrou Laes
nao  havia diferenga significativa mas larvas de F. proneus

criadas em A. melastoma (30+4mg) (médiaterro padrio! e A. arcuata

(22+3mg) . havendo um peso progressivamente & significativamente

menor  em A. triangularis. A. macroura e A. gigantea (Figura 7 e

as larvas criadas em A. pagroura, A. elegans e A. gioantea
apresentaram i peso medio significativamente inferior,

respectivamente Lli+Zmg, 4+0.3Zmn e brlmg, as criadas em  f.

melastoma (36+12mg), A. arcuata (49+12ma) e A. trianqﬁlariﬁ

(41+15mg) . B. polystichtus teve seuw menor desenvolvimento em .

trianogularis (18+2ma) além da alta mortalidades: 0 peso das

larvas criadas em A. arcuata

i

A, gigantes n3do ditferiram
significativamente (5B+4mg e 4%9+4mg, respectivamente) e Fi.
melastoma parece ser uma planta de gualidade intermediaria. Em

H. polydamas © melhor desenvolvimento foi  em A

arcuats

il

AZEH45me )

aigantea e A. galeata. 0 peso larval emn E. polydamnas apbs uma
semana e muito superior (chega a mais de 3I00mg) as  outras
gspécies (no maximo &40mg por individuo) de Troidini.

A Figuwra 8 mostra a sobrevivencia de 1arya$ de L.
polydamas {desde a eclosfo do ovo até pupa) em diferentes

espécies de Aristolochia. Em A. malastoma. A. arguata & A.
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Tabaela 8: Valores de A do Teste de Mann-Whitnev o BLIAS
probabilidades para as diferencas de peasos larvais em diferentes

Arigstolochia apds sete dias de vida {veija Figura 7).

R)Parides propeus

(b)aelastoma arcuata triangularis macroura
arcuataigf 15,3 ns

triangularis3} 17 ¥ - -

pacrourall) 18 t - - -

gigantea(l} - == - — - —

Bifarides neophilus

{4)melastoma arcuata triangularis eacrours glegans gigantea
arcuata{d} 0 ns
triangularis{4} 10 ns 9 ns

sacroura{4} 16 ¢ 16 14 ns
eleaans{3) O S — _— - e

-k ALLA2

giganteai?) - e - —— . IR —
esperanzae(3) -~ = - - T, - -

L)Battus polystichius

{Flselastoms arcuata triangularis

arcuata(10) 84 1
trianoularisi3} 7 n 30 1t
oinantea(io} 75 4 72 ns 30 1
DiBattus polvdapad
Tblgelastomna  arcyata triangularis macroury gigantes
arcuata{8} 7 1
triangularis(7} 37 3 8 1t
aacroural( s} o 76 11 3o
giganteats) 33§ 40 1t Y ¢ | I n
galeata(B) 45 1 W i LI ] 24 ns 30,5 s

(N} tamanho da amostra, ns ndo significativo, ¢ P<0,05 82 PC0,01,
-- ndo cosparavel.
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100

Sobrevivéncia (%)

Figura 8: Sobrevivéncia de larvas de Battus polvdamas {(desde

=}

eclos3io do ovo até pupal criadas com folhas de diferentes

gpecies de Aristolochia.

Valores de Qui-Guadrado e probabilidades para ua.grau de liherdade

{6leelastoma arcuata triansularis macroura ginantea

arcuata(?) 6,09 ng

triangularis(7} 0,01 ns 0,04 ns

racroural?) LI ¥ 4,41 3 .67 &

aiganteal7) L3 0t 6Lt AT F O ps
galeatal1d) 16,4048 20 43 17.6BHEY 4,71 1 4,70 &

IN} tamanhc da amostra, ns n¥o significative, $ P<0,0% » HY PL0,091
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triangularis € superior a BO%, mas em Q. mACrOUra @ A. giagantea

a sobrevivencia @ de apenas 28%. Mernhuma larva COMGegLLL Snpupar
em folhas de A. galeata. morrendo no %9 pstadio.

A duragio larval idesde a eclos3o do oveo até o empipamento)
foi menor em A. arcuata (13 dias + 1), A. melastoma (13 diag) e

. triangularis (17 dias) (Figura ). Em A. gigantea., &,

polydamas levou 26 dias para empupar, € em A. galeata, na gual
nAo enpupow, chegou a passar até 25 dias no 52 estadio.

As  middias dos pesos das pupas cujas larvas se  alimentaram

de A. melastoma e A. trianoularis foram maiores, respectivamente

b2

(13674+80mg) @ (L292+42mg ) gque em M. arcuata (FEI+102meg) @ M.
gigantea (813mg) (Figura 107,

A utilizagao dos dados de oviposiclo e alimentago dos
Troidini na natureza deve ser cautelosa para gualqguer hipdltesse
ecologica ouw  de coevoluglo. Varias espécies nas gqualts foram
encontrados ovos & larvas das diversas espécies de Troidini  no
campa (vedia Tabela 1 e 2) deram altissima mortalidade larval =
desenvolvimento muito lento nas criacles de laboratorio. Talves
A% larvas necessitem complementar sua dieta como  ocorre com
autros  lepidépteros (K. 5.8Brown, conunicagdo pessoal). l.arvas

maiores de . olydamas, como de muitos oubros  Troidini (e,

3

neophilus, F. anchises, Troides)., exibem o comportamento o

COmEr 08 ranos, Flores & até frutos de diversas espdcies de

Aristolochia, o que poderia ser relacionado a uma macessidade de

caomplementagio.
Todas as larvas de B. polvdamas criadas em em folhas de .
galgata acabam morrendo no %9 esstadio. A adi¢o de  Aaocido

aristologuico  (AA) na concentragdo de O,18% do pEBs0  Seco  da
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Figura 9: Durag3o larval (dias) (moda) de Battus polydamas
{(desde a eclos3io do ovo até pupa) criadas com folhas de

diferentes espécies de Aristolochia .

Valores de If do Teste de Mann-Whitney e sua probahilidade

(Sleelastoma arruata triangularis

arcuatafs) I n
triangularis(s) i n 36 41
giganteall) e — — — S

{N) tamanho da amostra, % P<0,0{, -- n¥o comparivel
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Figura 10: Hédis dos pesos das pupas de Battus polydamas criadas

gquando larvas em diferentes espécies de Aristolochisa.

Valores de U do Teste de Mann-Bhitnev e sua probabilidade

{Sigelastoma  arcuata triangularis

arcuatalé) 27 1
triangularis{é) 21 ns 30 ns
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folha (semelhante a encontrada em A. arcuata) fazr com que as

larvas entrem 24h pré-pupa ) SMpLpDen Fréle diferindo
significativamente das larvas alimentadas com A. arcuata (Figura
11). Us resultados deste experimento indicam a necessidade dos
ARs, encontrados nos ramos e nas flores de A. oaleatas {(Tabela

4), para o completo desenvolvimento de B. polvdamas.

Larvas de 59 estadio de F. buni g F. neophilus  também

aceltam ramos de A, galeata no laboratério. consumindo-os

vorazmente provavelmente devido & presenga de A0 e ausBncoia de
Al (veis a Tabesla 4.
A Figwra 12 mostra o consume (médiaterro padron) de folhas

de algumas espécies de Aristolochia por larvas de algumass

aspécies de Troidini. Larvas de 59 ggstadio de Fo bunichus apos
24 horas consumiram significativamente menop peso de folhas de
A. galeata (F+7my de peso seco) gue a M. arcuata (41+310mg FSY. 0O

consumo  de folhas de . elegans (49+7mg PS) nZo diferiu

significativamente de A. arcyata. Larvas de 59 estadio de .
e ndFo consumiram folhas de A. galeata. Larvas de 59 pstadio de

B. polystichtus apresentaram um conswng medio significativamente

menor  de A. galeata (14+4mg FE) em relagio a A greuata (73E7ma

FS). Larvas de 39 gstadio da mesma sEpEcie LT ELITL £ AT
significativamente mBrOS A.  elegans (Ll+tlmg  FS) gue £3 .
trianoularis 22+ 2my 8. Larvas de 4% estadip cle =

polvstichitus consumiram menos Ao SSEDERAanIas & A MELT LT Gy

respectivamente  11713mg FE e &7+7Tmg FEH, gue A brisngulasaris

(194x18mg FE), 0 consuno de A. galeata por larvas de 59 gstadio

de B, polvdamas fol significativamente menor {(7+2mg FSY gue A,

39
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Figura 1l1: Porcentagem das larvas de 50 gataddio de Battus

polyvdamas que entraram em pré-pupa, e de pré-pupas que

completaram o empupamento em Aristolochia arcuata e A. galeata +

0,4 mg/g de AA (0,18%FPS).
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Figura 12: Consumo em miligramas de peso seco (X + 5E) de folhas
de diferentes espécies de Aristolochia por larvas de algumas
espécies de Troidini. Os nameros entre parénteses representam o
namero de larvas. Diferengas significativas pelo Teste de U de
Mann-Whitney em relagldo ao controle (barra da esquardal:

X F<0,00 ¥¥ F<0,01 ne Nn3o significativo
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arcuata (41l+8Smg FS). Estes consumos menores em algumas gsphriess

de Aristolochia, por exemplo A.

L, padem ser devidos a

diferengas padmicas, =X quais  seriam BSOS aVED S sTute
desenvolvimentos larvais maisz lentos,
(=] Tabhela Y omostra 0 crescimento relativo {(CrR) CONBLMO

relative (CRY e eficidgncia de conversio do  alimento ingerido

{ECI} de aloumas sEpeécies de Troidini &M diferentes
Aristolochia. Larvas olea B. Bunichus tiveram LR CrR

significativamente mencor quando alimentadas com A,

4

galeats @m  comparagio com larvas alimentadas com A arcuata.

i

ITsto ae  deve ao OR significativamente menor dessas ouas

Aristolochia do gue de A. arguata, provavelmente pela existéncia

de compostos de efeito fagoinibidor nestas espécies. A EOF

tambem fol significativamente menor em A. slegans © fA. galeata

que  em A. arcuata. Isto poderia ser devido, em A. plegans, & um

@feito  toxice além de fagoinibidor, e em A. g
fagoinibigdo farzendo com aue as larvas nido comessem  nem o
suficiente para mantersmn 0 seu pesp. Esta fagoinibicio fol ainda

mals evidente nas larvas de F. o guE Ao comeram .

galeata. perdendo aproximadamentse 5% do seu peso. Larvas de E.

polystichtus alimentadas com A. elegans apresentaram um Cri e OR

menores  que guando  alimentadas com A. triangularisy a ECI

diferiu- apreciavelmente mas ndo significativamente. lLarvas
alimentadas com  A. nagroura e A. esperanza apresentaram CrR

menores  gque  em A, Lriangularis, devido acs CRs e ECls  menores

nessas duas espécles, indicandn a wisténuia de opmpostos
faguinibidores e de efeitos tdxicos para estas larvas nestas

plantas.
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Tabela %: Crescimento relative (CrR), Consuso Relativo (LR) e Eficigncia de Conversdo do Alimento Ingeride
{ECI} de algumas espécies de Troidini es diferentes espéries de Aristolochia (24 boras de experimento)

ESPECIE gsTApl0 M fristolorhia ErR %o LR L

{X + 8} (Y 4 8E) {1 + sE)

Parides bunichus S9E & arcuata 2O+ 3,7 0,333 + 0,083 81,0 + 5.3
b elegang 3,0+ 1,I0 0,202 + 0,017 4 249+ 4,31
& galeata -7,0 + 1,483 0,052 + 0,042t -48,8 + 42,414

Parides peophilus  3°E 4 arcuata 32,4+ 4,0 1,789 + 0,09 25,9+ 4.3

) naleata 4,7+ 0,81 0 H -

Battus polystichtus I°F 4 triangularis 164,4 + 27,9 4,063 + 0,063 46,4 + 3.1
. 4 elegans 2,5+ 14,41 0,850 + 0,138 % 21,3 + 10,7ns

4°F 4 trianguiaris 73,5+ 8,3 1,953 + 0,159 33+ L5
4 gacroura 15,5+ 3,11 4,743 + 0,068 ¢ 20324 3,118
4 esperanzae 13,3+ 4,21 0,908 + 0,064 1 13,94 3,64

1} W= ndmero de individuos.

Diferengas significativas pels Teste de U de Mann-Whitney es relagdo a f. arcuata (contrals}
ns= ndo significative

¥ = P<O,08

= P{0,01
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A Filgura 13 mostra 0 efeito dos acidos labdandicos de A.

galeata (AL-G) e de A. espe

(AL.-Es) aplicados )

concentraco  de  9.%5mo/g em folhas  de  saspécies  normalments
consumidas. Nesta concentrag®o houve fagoinibicXo nas larvas de

F. proneus & de B. polystichius., mas ndo de P. bunichuss ., F.

neaphilus ouw B. polvdamas. O consumo das larvas de F. BrOIews em

folhas e A,

astoma com AL-G fol de 4%+émo FS &  do  grupo

controle 77+10mg F3. Larvas de 49 estadio de B. polyvstichbtus em

A. arevata com AL-6 consumiram 18+3ma FS enquanto gue o Qarupo
controle  consumiu 45+8mg FS. Oz AL-Fs também tiveram efeito

sobre o consumo das larvas de 959 estadio de B. polvstichtus  em

A triangularis, o grupo controle consumiu 477+11img PS5, mas <om

AL-Es apenas 153+17mg F4.

O aumento da concentragio de AL para 1Zmasa prammvaﬁ Lina
fagoinibic3on nas espécies em gue estes compostos o Liveram
efeito na concentracio de S,.%mno/g (Figura 14). Isto mostra e

estes Acidos gsio  responsavels, pelo menos  em parte, pelo

desenvolvimento mails lento e pela rejeicio de A. e A

SN E
galeata por espécies de Troidini, nas regifies onde  as folhas
apresentam concentragiBes maiores.

A fragdio neutra polar de A.

(FIF~G1 apresentou
atividade fagoinibidora na concentracio de G.Fmg/sa para as

tarvas -~de P. bunichus e de R, nolvstichtbus (Figura 15).

Surpresndentemente ssta fracio nio teve efeito significativo nas
laPQaa de 49 estadio de F. bunichus.

A Figura i1é mostra o efeito do &cido ari%tmlﬁmu;mw CAM) em
algumas especies de Troidini. { consumo por larvas dg  F.

neophilus e de B. polvdamas de A. galeata (gue ndo apressnta

S S
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P. proneus 5°estadio P. bunichus 4°estadio
o of
A .
) -l
?:l wl * +
) R
) N
3 bl ~ m}
f g
a} al
’ melastoma AL-G 5.5mg/g ¢ arcuata AL-G 6,5mg/g
(7) (7 el (7
P. neophilus 5°estadio B. polystichtus 4 estadio
i L]
3 u B
a" w
vl wf
+H n} H
4 ot
g; .l g L& d
N om} |
g g
E wl 5}
° arcuata AL-G 5,5mg/g ¢ L mg/&
4 (4 (8
B. polystichtus & estadio B. polydamas 5°estadio
L]
w0}
w 3
& | &
El wol H%
=2 * q
n
7 %
190} B w}
? AL;;;:s 5.6mg/g ° araugata AL-G 6,5mg/g
(1) {4 (&) (8)

Figuwra - 133 Efeito da fragio de &cidos labdandicos de A. galeata
(AL~3E} ¢ e A. @speranzas (AL-Ez), na concentragdo de 3.5 mg/g.
sobre o consumo (miligramas FS) de Aristolachia par larvas de
diferentes espécies de Troidini. Os nameros entre parénteses
represantam o mnamero de individuos. Diferengas signitficativas
pelo Teste de U de Mann-Whitney em relagdn ao controle: X FPCO,05
¥ F<O,01 @ ns n&o significativo.
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P. bunichus 5%estadio P. neophilus 5°estédio
L ]
wl 190 F
wl ol
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" Mol ) + =t .
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g ~f
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° arciiata y Vi) 13mg/g ¢ arcuata Al-G 18 mg/g
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ma}
& B . -
+H ml | 2ol
g a
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S e
g g
* arcuata * arcuala AC-G 18mg7x
{4 (4} (a) 8

Figura 14: Efeito da fragfo de dcidos labdandicos de A. galeata
(AL-G) e de A. esperanzae (AL~Es). na concentragio de 13 marsg.
sobre o consumo (miligramas FPS) de aristolochia por larvas de
diferentes espécies de Troidini. Os numeros entre parentesss
representam o numero de individuos. Diferengas sianificativas
pelo Teste de U de Mann-Whitney em relagdo ao controle: ¥ FL0,05
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P. bunichus 4°estadio P. bunichus 5 estadio
12 ;i
wl et 1
+H* +
»l
g 3
u L
g“ [ ?u -
¢ arouata FRP—G 0,7mi/g . arouats FRP—G 0,7rg/8
7 ") ®) (9)
P. neophilus 5%stadio B. polystichtus 4°estadio
~ L]
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20 | | o ¥
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B. pofydamas 50estafdio
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9|
H |
-
3
H
9

FRP-G 0. 7mg/g
(9}

®)

Figura 1%5: Efeito da fragdo neutra polar de A. galeata (FNF-G)
0,7 mg/g nNo consumo (miligramas F5) de &.arcuata por larvas de
diferentes espécies de Troidini. Os nameros entre paréntesess
representam o ndmero de individuos. Diferengas significativas
pelo Teste de U de Mann-Whitney em relag®o ao controle: X FP<0O,08
2 Ns n&o significativo.
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P. bunichus 5°estédio P. bunichus 5°estadio
- »
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i galeata AA O dmg/g ‘ elegans AA 0,4 mg/g
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Figura -1é6: Efeito do Acido aristoléguico (G4) .4 mglg no

consumo (miligramas F8) de Aristolochia por larvas de diferentes
espécies de Troidini. Os nameros entre parénteses representam o
namero  de individues. Diferengas significativas nelo Teste de U
de Mann-Whitney em relagio ao controle: X FLO,058 & ns  n3o
significativo.
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estes compostos nas folhas) € aumentado com Q,4hq/g e AAQ.

e larvas de E. polystichtus s&%o pouco estimuladas por

estes compostos na concentrago de 1l,1mg/g, enquanto gue em F.
neophilus & B. polydanas a fagoestimulagHo & significativa
(Figura 17). A auséncia de Ahs em  algumas espécies de

Aristolochia pode explicar sua utilizagdo restrita por I Aas

aspecies de Troidini.
A fragdo neutra polar de A. elegans (FRNF-E) l.1lmg/g ndo
apresentou efeito significativo sobre o consumo nas larvas de E.

proneus, F. bunichus e B. polydamas (Figura 18). A fragdo de A.

H

MAC U a (FNF—M Q.,8mg/9) também n&%o teve efeito em E.

palystichtus.

A Tabela 10 mostra o efeito de algumas fragles sobre o
crescimento relativo (CrR)Y, consumo relativo {tH} 2 esficifncia
de conversdo do alimento ingeride (ECI) em algumas egspécies de
Troidini. As fraglBes gue tiveramn efeitos fagoinibidores (AL-G,
AL-Es e FiF-G) promoveram um crescimento menor devido a uma
redugfo do consumo. 0 CR  de 4. galeata por larvas de F.
negphilus e B. polydamas aumentou na presenga de AR, mas o CrR
n&o . Isto se deve a um baixo consumo ou a presenga  de outros
compostos de efeitos toxicos.

Estes dados de consumo e crescimento mostram aue em parte a

utilizaqgm de diferentes espécies de Aristolochia pelos Troidini

& devida a presenga de compostos secundarios definidos que podem

inibir ou potenciar o Ccansumo.
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P. neophilus &°estadio B. polystichtus 5°estadio
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Figura 17: Efeito do acide aristoléguico (A4Y 1,1 mg/g no
consumo (miligramas FS5) de A. galsata por larvas de diferentes
espécies de Troidini. Os nimeros entre parénteses representam o
nuamero de individuos. Diferengas significativas pslo Teste de U
de Mann-Whitney am relag3o ao controle: ¥ PCO,05 & nz nlo
significativo.
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P. proneus 3°estadio P. bunichus 5° estadio
" .
wl
wh i "
“ -
+H of +Iw_
& o
N &n-
3. Bl
' melastoma FNP-E 1,img/g (8) ¢ arcuata FNP-E 1,Img/%
(5} (8) (10)
B. polystichtus &6’estadio B. polydamas 5 “estadio
106 FL
N e
wek l
wi ok
&
=i ) 10
+H w

mg/B8he + SE

mg/18hs
: s

<

o

FNP M O.Bx;xg/g arcuata ?‘ﬁi‘i‘ﬁ 1.1;5/3
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Figura 18: Efeito da fragfio neutra polar de A. glegans (FNP-E)

1.1 mg/g e de A. macrowa (FNP-MY 0,8 mg/g no consumo
{miligramas FS) de Aristoleochia por larvas de diferentes
especies de Troidini. Os nimeros enbre parénteses representam o
numero de individuos., Nio ha diferengas significativas pelo

Teste de U de Mann—-Whitney em relagio ao controle.
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Tabela 10 Crescimento Relativo (CrRY, Consumo Relativo (LR} e Eficiéncia de Conversdo do Alimento Ingeride
(EC1) de algumas espécies de Troidini ea suas plantas hospedeiras com diferentes fraghes de Aristolochia
ESPECIE el P2 EXPERINENTO N3 rR 7 CR £t %
{BURACAD) ¢ {1 + SE) {T+ SE) {T + 5E)
P. proneus e #  controle 5 13,4 4 0,4 2,568 + 0,074 5,9 + 2.0
124 horas FNP-E {,1aa/q 5 8,9 4 1,8 ns 1,719 £ 0,237 ns 39,6 £ 8,4 ns
E M controle - 7 45,4 + 8.4 0,819 + 0,135 3.7+ 8.7
AL-6 3,%ma/q 7 9.1 +2,7 % 0,398 1 0,064 % 28,7+ 7,3 ns
P bunichus % A controle 7 Ba, 4+ 7,1 1,730+ 6,162 34,6 + 2,7
{24 horas! FNP-6 .7ag/g 7 43,6 +13,3 ns 1,660 + 0,791 ns 34,1+ 7.8ms
AL-6 3,5ma/g 7 59,0 + 7,3 ns 1,486 + 0,724 ns AL,0+ 5.8 ns
& A controle b 32,0 £ 3,7 0,533 & 0,083 81,0 + 5,5
AL-6 13,0mg/g 4 i2,3+3,i1n 0,239 2 0,043 ¢ 47,7 211, 7 ns
eontrole 9 23,3 + 3,4 0,568 + 0,064 §2,6 + 6,1
FNP-G 0,70g/g ¥ 23,0 £ 5,0 ns 0,443 + 0,063 3 38,6 + 7,1 ns
FNP-E 1,img/g 16 32,4 + 4,3 ns 0,616 + 0,083 ns 3,5+ 2,7 ns
G contrele & ~7.0 % 1,6 6,052 + 0,042 ~48,8 +42.4
fA 0,4m0/y 3 -4,2 + 1,8 ns 0,359 + 0,151 ns -42,0 + 3,2 ns
E controle b 5,0 ¢ 1,3 4,202 + 0,017 24,9+ 6,3
AR 0,4ng/g ] 8,0 + 1,4 55 0,195 + 0,033 ns 32,4 + 8,4 ns
P. neophilus 59 A controle ] 286 + 9,3 0,380 £ 0,114 67,6 +17,3
124 horas) FNP-5 0, Tmg/g 3 23,4 #1,3 ns 0,438 ¢ 0,152 ns 47,6 110,88 ns
controle § 41,3 + 5,0 0,916 ¢ 4,101 4,9 +1,2
AL-6 5,5mg/g § 23,1 + 45,2 ns 0,712 ¥ 0,122 ns 32,5 ¢ 7,6 ns
controle 4 2.4 + 4,0 1,289 + 0,094 25,9 ¢ 4,5
AL-B 13,0mg/g 4 13,28 3,8 ¢ 0,639 * 6,159 ¥ 20,0 % 3,8 ns
controle 4 13,4 + 4.4 $,025 + 0,060 20,6 + 3,5
AL-E5 13,0mg/g 3 -8.6 £ 5,1 1 0,222 + 0,672 +  -100,9 £78,9
& controle 4 -4,7 + 0.8 ¢ o
& 0,4en/g 4 ~4,0+ 1,3 ns 0,070 + 0,014 -63.8 +23,4
controle 4 ~6,8 + 0,7 i
Ah Ileg/o 4 9,5+ 2.2 ns 0,725 + 0,251 4 -8,9 ¢ 5,9
B. polystichtus 5% T  controle 4 37.7 + 3,3 5,409 + 0,198 26,5 ¢ 0,4
118 horas) AL-ES 5,5mg/g 4 15,727 1 0,540 G:Giﬁ i 29,2+ G:? ns
{24 heras) § controle § ~-10,4 + 1,9 L iy
AR 1,img/g 4 ~4,3 + 2,7 ns 0,168 + 0,098 ns -6,3 ¢+ B,3 ns
B. polydasas S9E° A& controle 9 37,01 4,4 9,733 + 0,08! 56,2 + 2,6
{14 horas) FNP-B O, Tmg/yg tl §2,5 % 5,3 ns 0,807 + C,067 ns il,b + 3,105
controle 9 52,8 + 3,6 1,006 + 0,085 32,3 ¢ 3,3
FHp-£ 1,1mg/g B 4,9+ 3,1 ns G,815 ¢ 0,033 ¢ 54,9 + 2,2 ns
{24 horas) controle & 39,5 + 3,7 0,905 + 0,045 81,5 + 2,9
AL-6 13,0my/qg & 16,6 8,0 18 0,547 % 0,043 £3 28,1 318,4 ns
§ controle 4 -8,0 ¢+ 1,3 L s
A L leg/g 3 ~2,4 % 6,0 ns 0,167 + 0,068 ¢ ~29,1 231,35
1) E= estadio larval
1) P= planta de alisento
3} N= ndmerp de individuos

4] Duragio do experisento

Aristolochia: A= arcuata, E= elsgans

Compostos? Al

Diferengas significativas pele Teste de U de Mann-Whitney em relagdo ao controle: ¥ = P4§,05;

A= acido aristoléguico

ES= gsperanzae, B=

aleata, M= pelactoma, T= triangularis.

A= gcidos 1a anbicos, = fragdo ne

ns= ndo signiticativo

utra polar,

1= PO, 015
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4. Bioensalos com Fapilio anchisiades
(A Tabela 11 mostra o efeito de algunas fragles de

Aristolochia sobre o consumo, crescimento e eficidéncia de larvas

de Fapilio anchisiades. Surpreendentements nenbuma fragdo

testada apresentou atividade fagoinibidora. Na concentraclo de
9,8mg/g o AL-G aumentou significativamente a ECI am Eel%g%c an
grupo  controle. 0 Acido aristoléoguico s6 apresentou efeito na
caoncentragio de 1,1lmg/g reduzindo drasticamente o crescimento
devido a wma diminuig®o significativa da ECI (efeito  toxico).

Este efeito do AA concorda com a idéia de barreiras
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alimentares atravées de compostos secundérios. uma ver gue estes.

compostos S840 considerados responsavels, Juntamente com
alcaldides benrilisoguinolinicos, pela especificidade dos
Fapilionidae a suas plantas hospedeiras (Miller & Feeny, 1989).
As larvas das diferentes espécies de Fapilionidae estio
adaptadas aos compostos das suas plantas de alimento. Desta
maneira as especies estariam mais restritas a espécies vegetais

com  compostos secundarios semelhaﬁt&s {(Feeny, 1991). As  larvas

de Fapilio anchisiades est&o, portanto, adaptadas a compostos
secundarios de suas plantas hospedeiras (algumas espécies de
Rutaceas), enquanto gue os Troidini estfo adaptados a compostos

presentes em Aristolochiaceaes.




fabela 113 Consumo {ag){C}, Crescimento relative (CrR}, Consumo Relative (CR) e Efirieéncia de Conversio do
Alimenta Ingerido (ECI) de larvas de Papilip anchisiades ee Esenbeckia leocarpa com diferentes fragbes de

fristolochia (24 horas de experieento]

N C tng) LrR % IR BT 7%
(T + &) (¥ + 5E3 {T + sE) (¥ + SE)
{8 pstadio
controle 5 39 +6 49,7 + B,b 1,353 # 0,200 36,9 + 4,4
AR 0,4ag/g ] 43 + 3 ns 48,2 + 5,9 ns 1,199 + 0,149 ns 40,6 + 2,2 ns
FNP de A. paleata 0,7eg/g 4 84 + 4 ns 42,7+ 4,4 as 0,898 + 0,074 ns 49,5+ 7,1 ns
AL de A, galeata 3.5ma/g 7 40 + 4 ns 63,9+ 7,805 1,008 + 0,154 ns 68,5 + 6,3 4
42 pstddio
tontrole b M7 35,7+ 4,4 0,692 + 0,064 i,2+2,%
AL de A. galeata 13ag/y b 61 # 8 ns 396+ 7,9 ns G,793 + 0,130 ns 49,4 + 9.8 ns
58 pstddin
controle 3 97 #21 M4 +7,b G687 ¢ 0,127 49,9 + 5,8
8A 1,1agly & 97 +19 ns 1,7 10,6 & 0,544 + 0,078 ns -13,8 +26,1 ¥

1} N= ndmero de individuos

Af= dcido aristolbguice

FRP= fragdp neutra polar

Al= fragl¥p de dcides labdanbiros

Diferengas significativas pelo Teste de U de Mann-Bhitney em relacdo ac controls

b= P{0,05
ns= n¥o significative
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IV. CONCLUSOES

13 A analise auimica de folhas de 11 sspécies de Aristolochia
paraite a separagio em trés grupos baseados na  presenca oo
AUsENC i & et acidos aristologuicos (Afs) e Acidos 1abdanticos

(Als). O grupo T (A. sessilifolia, £, mela

in]

i
o+

Oma, M. rumicifolia.

!

A arcuata, A. macroura & A. triangularis) tem AAs mas n&o Als.

Nas espécies do grupo I1 {(A. gdora e A. elegans) faltam Ads e

ALs.  No grupo I1I {A. gsperanzag. A. Cynbifera 2 A, galeata) ha

Als mas n¥o AAs nas folhas. Neste grupo os Afs estio presentes
nos  ramos, flores e raizes, mas o0s AlLs n&Xo foram detectados nos
ramos e Tlores. Todas as espécies analisadas  apresentaram
quantidades relativamente grandes de precipitaveis com resgente

de Mavers.

2 A andlise gquimica de 17 espéciess de Troidini mostrou  a
ristdncia de AAs em todas as espécies em concentragfies muito
variaveis, mas inferiores as relatadas na literatura para outras

esnécies oaue se alimentam de Aristolpohia. Aoredita-se gue  os

Troddini sequestram os ARs das plantas hospedeiras. Larvas de B.
polvdamas criadas sm folhas de A. galeata (sem MAs%), entretanto,

ainda apresentaram AAs Mas mesmas concentracdes gue individuns

criados -em espécies de Aristolochia ocom  Ads, indicando  a
possibilidade de sintese destes compostos pelas larvas. Além de
Als , tadas as espécles analisadas apresentaram guantias  muito
maiores de alcdloides. gue também podem ter um papel mna defesa
destes organismos contra predadores, bem como precursores para

sintese de AAS.
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<] FOLHAS: AlLs DE EFEITO FAGOINIBIDORES.
Q_' STNTESE DE AAs A PARTIR DO SEQUESTRO
BE ALCALUGIDES ¢

FLORES: AAs FAGOESTIMULANTES

RAMUS NOVOS: ESTIMULANTES
DE OVIPOSICAG
{PROVAVELMENTE AAs)

RAMOS MADUROS:
RAPIDO CRESCIMENTO COM 4
O CONSUMO DE RAMOS SEM ALs \\R
E COM AAs, NECESSARIOS PARA
O EMPUPAMENTO

SINTESE DE AAs E ALs

FIGURA 19: MediagOes quimicas da interface Troidini/Aristolochia.

e}

Exemplo com B. polydamas e A. galeata . AAs= 3cidos aristoldquicos,

Als= acidos labdandicos,
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S) A oriacdn de diversas espécies de Troidini em diferentes
especies de Aristolochia mostrou um melhor desenvolvimento =]
sobrevivéncia em A. nelastoma e A arcuata. Soumente espécies

mais polifagas como F. necphilus e B. polvdamas conseguiram se

alimentar das Aristolochia do Grupo I11. Apesar de K. polydamas

sabreviver em A. galeata & necessario a ingestdo de A4z para o

total desenvolvimento. A. glegans, A. pacrours e H. BHDEransan

diminuiram a ECI das larvas de alguwnas espécies de Troidini,

indicando a ewisténcia de compostos tdxicos. O0s Als de 6.,

gsperanzas @ de A. galeata apresentaram efeitos fagoinibidores

nas  espécies testadas sendo gue larvas de F. neophilus e R,

palydamas mostraram-se mais tolerantes a estes compostos. #

fragio neutra polar de galeata mostrou sfeito fagoinibidor em

larvas de F. bunichus e E. polystichtus, que sio espécies

oligofagas. Os Ads estimularam o consume de larvas de F.

neophilus ¢ B. polvdamas. Estes resultados evidenciam diferentes

aspectos de mediago gulmica na interface Troidini/Aristolorhia

(veija Figura 1%9).

43 Larvas de Papilio anchisiades tiveram sua sficiencia (ECI)

muito diminuida com 1.lmg/7q de AA, indicando um efeito toxico
deste composto. Este resultado reforga a hipdtess de compostos
secundarios mediando a espeecificidade dos Fapilionidas & suas
plantas hospedeiras. Inexplicavelmente os Ale Yiveram um efeitno
de aumentar a ECI guando aplicados em concentracdo relativamente

haixa.
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) s resul tados  degste trabalbo somados As informagties
dispaonivels na literatura permiten reformular a hipdtese de

coevolugdo sequencial entre Troidini/Aristolochia proposta nluly

Brown gt al. (1991). Podemnos SUPDKr gue a presenca de AA0%s & win
estagio primitiveo do carater, uma vesz gue todos os generos  de
Aristolochiaceae apresentam estes conpRstos. Zerynthiini e parte
dos FParnassiini {tribos mais primitivas gue Troidini) alimentam—
se de Aristolochiaceae primitivas acumulando Ads de suas plantas
hmﬁpédairas. A espdrie ma g primitiva analisada (A,

sessilifolial) apresenta  Ads, e Eurvades corethrus (a wszpécie

mais primitiva de Troidini analisada neste  trabalho), que

utiliza A. gessilifolia,. sequestra estes conpostos. A pressdo

dos Troidini qgue wutilizam os AA8s comp sinais oguimicos para o
reconhecimento da planta hospedeira pela fémea e pelas farvas
pode ter levado a progressiva perda destes compostos nas folhas
(espécies do grupo I1)}. Com isto eapécies adapltadas & esta
ausencia teriam gque bhiossintetizar ostes compostos & partir de
precursores  da planta hospedeira (como alcaldides) para defesa

contra predadores. Outro passo seria a produc3io de outros

compostos de defesa pelas Aristolochia. Espécies mais derivadas

(grupo  I1I) smintetizam ALs como defesa contra os fTitbhfagos.
Algumas especies conseguen  tolerar estes compostos, mas
apresentam  um  desenvolvimento lento nestas plantas, devendo
ingerir Afs existentes en outros tecidos vegetals para campletar
(] 'degenvmlvimentm, caracteristice edistente j& nos Troidini gue
s alimentam das espécies do grupo I1I. 6 vantagem da utilizagdo

destas egpécies, apesar da possibilidade de uso das Aristolochia

mals primitivas, poderia ser o escape de inimigos naturais {(como
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parasitdides) (WTRE -] nan  reconheceriam  estas espécies CIeMnD
hospedeiras. A Figura 20 representa um resumo desta hipdtese de

coevolus#Ho.

6) Fara testar esta e outras hipoteses de cosvolugo nas
interagles inseto/planta mediadas por  compostos secundsrios
deveria-se utilirar hipdteses filogenéticas dos fitdTagos g das
plantas hospedeiras acrescentadas ao conhecimento ecaldgico. Com
o conhecimento da especificidade de cada fitdfago, atraves da
criagiio em diferentes plantas hospedelras e de registros de
Campo ., pode-se verificar se as filogenias propostas dos  dois
agrupos  (Figura 19) apresentam uma sequencia de relaglies ontre
taxa wmails primitivos dos dois lados até taxa mals derivados de
fitdfagos utilizando taxa mais derivados de plantas hmﬁpedéiraﬁ,
] 'que poderia indicar coevolug#o por cladogénese paralela. (s
canhecimentos de ecologisa guimica esclareceriam as bases da
especificidade dos fitdfagos e poderiam auxiliar gquando existemn
evidencias de evolugdo por colonizagdo de  uma nova planta
hospedeira.

Desta maneira a hipdtese agui sugerida sO terd mais evidéncias
clentificas com wum maior acamulo de informagles a respeito  da

scologia quimica da interagfo Troidini/Aristolochia o de

hipoteses de relacionamento filogenético dos fitdfagos e de suas

plantas hospedeiras.
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Figura

Magnoliidee primitivas

Arigtolochiaceae primitivas
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( triangularis )

Aumento da complexidade das
flores e grande quantidade de
AAs  macroura

Fapilionidae primitivos

Zerynthiini e parte de
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Troidini primitivos

Parides preneus
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APENDICE 1

Peso das fragBes tem miligramas) das e#tra;ﬁes de diferenies espbcies de Arisiolochia fpara 160 grasas de

saterial fresco).

Espérie Coletal Parte do  XHp0  Neutra Arida Fengl Neutra Arida Fensl . Prec,
vegetal apolar  apoiar  apolar polar polar poiar alc.?
A. sessilifolia 02X90 VK  folhas 78 3493 9 16 107 o 37 282
8. aeplastoma 20V190 LA folhas 78 2578 30 13 a5 b3 15 170
A. rusicifolia  0lX%0 BU  folhas 78 J614 23 13 279 38 33 483
A. pdora 03190 B8 folhas 78 3z2% 3 16 106 10 i8 239
A. arcuata O5VI%0 CA folhas 15 3833 18 21 44 44 97 274
#. macroura 181v90 CA  folhas 72 3187 47 18 59 a7 o7 -
03191 fR& folhas 1078 39 H 130 59 13 238
A, triangularis 08V90 5  folhas 15 1134 20 i1 38 29 09 788
24VI1I9L IA folhasg 1367 48 98 69 63 32 -
f. elegans 04X%¢ RD  folhas 75 3239 25 08 {73 it 11 &9
A. esperanzag 07191 UR  folhas 73 3013 1315 294 132 136 4 -
: flores 92 480 363 73 102 38 01 -
3011191 M0 folhas 3113 739 1329 73 B 145 448
fiores 530 86 63 28 43 28 138
f, cysbifera G4%%0¢ RD  folhas 75 4428 329 393 172 47 80 189
10%150 1T folhas 4373 785 2510 230 100 A3 185
flores 92 805 35 34 73 18 i1 203
A. galeata [6V90 S3  folhas 73 4664 273 4508 135 48 39 k{2
13VI90 CA  folhas B4s8 &67 1500 82 26 bk 259
3191 88 folhas 9854 787 10463 284 112 70 52
rapos 68 581 74 53 4] 18 18 205
flores 32 720 43 28 &0 12 02 38
peciolas 83 731 B 172 41 18 12 47
ralzes 33 754 49 761 64 19 it 459
24VI119t 1a folhas 3679 134 1805 150 83 94 -

1) Data, local de coleta: BU= Burarama, ES; BS= Barra de 5X0 Jbao, RJ; CA= Campinas, SP; IA= Iiirapud, 5Py
IT= Itatiaia, RJ; MD= Morraria Grande, M5; RD= Rip Dourado, RJ; 5J= Serra do Japi, dundiai, &Py
UR= Urucum, MS; VM= Viasdu, RS.

2} Precipitado alcaloidal cos Reagente de Mayer.
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APENDICE II

Cromatografia em camada fina de algumas fragoes de Aristolochia

AA= padrao de dcido aristoldquico

Folhas de: ME= A. melastoma, AR= A. arcuata, TIR= A. triangularis, MA= A. macroura
ES= A. esperanzae, GA= A. galeata, SE= A. sessilifolia, RU= A. rumicifolia,
Ob="A. odora, EL= A. elegans. Flores: FES= esperanzae, FCY= cymbifera.

PGA= peciolos de galeata, RAG= raiz de galeata, RGA= ramos de galeata.
PZL warronm mo UV e amarelo no visivel , T violeta no UV, F#IL amarelo no UV

MM visualizagao somente com sulfato cérico.

FRAGOES ACIDAS APOLARES em CHC1,-MeOH 9:1
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FRACOES ACIDAS POLARES em CHC1_-MeOH 8:2
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APENDICE III

Espectros de Ressonancia Magnetica Nuclear de Proton (60MHz) de algumas

fragoes acidas apolares de folhas de algumas espécies de Aristolochia
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