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ABSTRACT

Chemical defense in Lepidoptera involves several mechanisms such as sequestration
of secondary metabolism compounds of host plants and de novo synthesis of compounds
that can provide some unpalatability or toxicity. The larvae of the butterfly Methona
themisto (Nymphalidae: Ithomiinae) have a conspicuous coloration and feed exclusively on
Brunfelsia uniflora (Solanaceae), that is rich in compounds of the secondary metabolism.
These larvae were analyzed under several aspects to confirm if they are chemically

defended.

Survivorship data showed predation significantly affecting larval survival in natural
habitat. Larvae chemical defenses are inefficient against invertebrate predators, such as the
spider Lycosa erythrognatha and the ant Camponotus crassus (100% of predation), but it
seems to be efficient against the mantid Oxyopsis saussuurei (reduction of prey
manipulation time and predation in a second contact). To vertebrate predators, like the
lizard Tropidurus itambere and the chick Gallus gallus, defense acts through conspicuous
coloration and palatability. Predation by Gallus gallus was highest upon 1% instar larvae,
suggesting an increase of unpalatability throughout development. Learning avoidance tests
with Gallus gallus demonstrated that few contacts with distasteful and warning colored
prey could make the predator reject visually Methona themisto larvae. Chicks visually
rejected palatable larvae painted in the same color pattern of Methona themisto larvae
confirming their ability to associate taste and color. Only dichloromethanic extracts tested
with chicks showed significant rejection in relation to controls. These results confirm that
Methona themisto larvae are chemical defended against visually oriented vertebrate

predators.
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RESUMO

As defesas quimicas em lepidopteros compreendem mecanismos que vao desde o
seqiiestro de compostos do metabolismo secunddrio de plantas até a biossintese de novo de
compostos que podem torné-los téxicos ou impalatdveis. As larvas da borboleta Methona
themisto (Nymphalidae: Ithomiinae), que apresentam coloracdo conspicua e se alimentam
apenas da solandcea Brunfelsia uniflora, rica em compostos do metabolismo secundério,

foram analisadas sob véarios aspectos, para verificar se sdo quimicamente defendidas.

O acompanhamento da sobrevivéncia das larvas indicou que a predagdo afeta
significativamente a sobrevivéncia em seu ambiente natural. As defesas quimicas dessas
larvas sdo aparentemente ineficazes contra predadores invertebrados, como a aranha Lycosa
erythrognatha e a formiga Camponotus crassus (100% dos individuos testados predaram as
larvas), mas parecem ser eficazes contra os mantideos Oxyopsis saussuurei (redu¢do no
tempo de manipulacdo da presa e predacdo em um segundo contato). Para predadores
vertebrados como o lagarto Tropidurus itambere ¢ a ave Gallus gallus, a defesa parece
atuar em relacdo a palatabilidade e a coloracdo conspicua. Gallus gallus apresentou maior
predacdo de larvas de 1° instar, sugerindo que hd um incremento na impalatabilidade da
larva no decorrer de seu desenvolvimento. Os testes de aprendizagem dos pintinhos
demonstraram que com poucos contatos com a presa impalatavel ja se obtém uma resposta
de rejeicao visual. O emprego de uma larva de coloracdo semelhante a da Methona themisto
indica que os pintinhos sdo capazes de relacionar a cor com o gosto desagraddvel,
rejeitando assim uma presa palatdvel. Apenas extratos diclorometanicos das larvas testados
com Gallus gallus foram significativamente rejeitados em relacdo a seus controles. Dessa

forma, esses dados comprovam que as defesas quimicas das larvas de Methona themisto

atuam  principalmente contra predadores vertebrados visualmente orientados.
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1. INTRODUCAO

Dentre os insetos fitéfagos, as borboletas surpreendem por apresentarem uma
incrivel quantidade de adaptagdes morfoldgicas, comportamentais e quimicas para evitar
seus inimigos naturais, principalmente os predadores (Ehrlich, 1984; Dempster, 1984). As
larvas dos lepidopteros desenvolveram diversas dessas tdticas defensivas (Salazar &
Whitman, 2001). As adaptacdes morfoldgicas incluem a camuflagem, onde as larvas
podem simplesmente apresentar um padrdo de cores semelhante ao seu hébitat (Clarke et
al., 1963) ou imitar formas ndo comestiveis como galhos (como na familia Geometridae)
(Ruiter, 1952) e excremento (como no género Papilio) (Klots, 1951); a presenca de uma
cuticula espessa e resistente como de Papilio machaon (Jarvi et al., 1981); o uso de cera
cuticular abundante (Jones et al., 1982) ou a presenca de espinhos como em Euphydryas
phaeton (Stamp, 1982). Algumas larvas, como as das familias Lycaenidae e Riodinidae,
podem se associar a formigas oferecendo secre¢des nutritivas em troca de defesa
(Holldobler & Wilson, 1990; DeVries 1991).  As adaptacdes comportamentais
compreendem a fabricagdo de abrigos (Feichtinger & Reavey, 1989), o comportamento
minador (Harcourt, 1966), os atos de morder (Stamp, 1984) ou bater no predador, (Hopper,
1986), o comportamento de esconder as folhas danificadas pela alimentacdo (Heinrich &
Collins, 1983), a tanatose (Rawlins, 1984) e empupar fora da planta hospedeira (West e

Hazel, 1979).

As defesas quimicas, em especial, envolvem uma variedade de mecanismos e
substancias (Harborne, 1997). Estas podem ser sintetizadas pelo animal ou seqiiestradas —
isto é, obtidas a partir de fontes alimentares tornando-os toxicos ou impalataveis (Trigo,
2000; Nishida, 2002). Larvas e adultos da familia Zygaenidae, por exemplo, sintetizam

cianoglicosideos, utilizados na fabricacdo de cianeto (Nahrstedt & Davis, 1983), o qual é
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liberado em todos os estdgios de desenvolvimento, incluindo ovos (Jones et al., 1962).
Larvas de Heliconius e Acraea da familia Nymphalidae também sintetizam

cianoglicosideos (Nahrstedt & Davis, 1981).

Assim, diversas caracteristicas foram necessarias para a evolu¢do do seqiiestro de
compostos do metabolismo secundério das plantas por insetos fitofagos (Bowers, 1992).
Muitos insetos que se alimentam em plantas com compostos defensivos ndo os seqiiestram
(Blum, 1983; Nishio, 1983, Bowers & Puttick, 1986), podendo elimini-los relativamente
intactos (Blum, 1983) ou metaboliza-los (Gardner & Stermitz, 1988). Os compostos
seqiiestrados s@o imunes ao ataque de enzimas detoxificantes do intestino larval (Brattsten,
1986) e passam através da parede intestinal até a hemolinfa com auxilio de moléculas
carregadoras (Wink & Schneider, 1988) ou sdo passivamente transportados (Lindigkeit et
al.,, 1997). Os tecidos dos animais impalatdveis podem ser imunes ou protegidos dos
efeitos toxicos dos compostos seqiiestrados (Bowers, 1993), ou podem ser afetados de

diversas maneiras naqueles ndo adaptados (Berenbaum, 1986).

Os compostos toxicos seqiiestrados pelos lepiddpteros incluem as cardenolidas
(glicosideos cardiotéxicos), que sdo seqiiestrados por borboletas Danainae e mariposas
Arctiidae, Ctenuchidae; diterpenos graiandides por Geometridae; glicosideos irididides por
Nymphalinae, Geometridae e Sphingidae, alcaldides pirrolizidinicos por Ithomiinae,
Danainae e Arctiidae; alcaldides tropanicos por Ithomiinae, Lymantriidae e Sphingidae,
alcaléides quinolizidinicos por Pyralidae; alcaldides [-carbonilicos por Heliconiinae;
acidos aristoloquicos por Papilionidae; glicosideos cianogénicos por Heliconiinae, Acraeini
e Zygaenidae e glicosinolatos por Pieridae (Brown, 1984; Dyer, 1995; Trigo et al., 1996;

Eisner et al., 2000; Trigo, 2000; Nishida, 2002; Silva & Trigo, 2002).
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A impalatabilidade nas larvas de lepiddpteros pode ocorrer também devido a
presenca de pélos urticantes (Root, 1966; Bellows et al., 1982), toxinas elaboradas em
glandulas exdcrinas especiais (Chow & Tsai, 1989; Weller, 1987), regurgito (Eisner et al.,
1974; Nishio, 1983) ou pela simples presenca de compostos toxicos da planta hospedeira
no intestino (Brower, 1984; Janzen, 1984). Um conjunto de outras caracteristicas dos
lepidépteros pode se associar a impalatabilidade, como a coloracdo conspicua, o
comportamento gregdrio, o voo lento e as exibi¢cdes de alerta (Bates, 1862; Cott, 1940;
Brower, 1984). Sillén-Tulberg (1988), através de uma andlise filogenética baseada em
caracteres morfologicos e mapeando a presenca de coloracdo de adverténcia (como
indicador da impalatabilidade) e gregarismo em cada tdxon, apontou que a impalatabilidade
surgiu antes do comportamento gregdrio nas larvas de lepidopteros e poderia ser explicada
através de selecdo individual, ao invés da selecdo parental, como proposto anteriormente
por Fisher (1930). FEla atribuiu isso a trés caracteristicas comportamentais do predador:
relutancia inicial em atacar formas com coloragdo de alerta, rdpido aprendizado para evitar
formas aposemadticas e menor dano a presa aposemdtica (Sillén-Tulberg, 1985). As
caracteristicas associadas a impalatabilidade auxiliam no reconhecimento e no aprendizado
dos predadores para evitarem presas impalataveis (Gittleman & Harvey, 1980; Gittleman et
al., 1980; Roper & Wistow, 1986). A coloracdo de alerta pode aumentar a sobrevivéncia de
um individuo, devido também a alguns predadores como pdssaros, por exemplo, serem
mais resistentes em atacar presas muito coloridas ou desconhecidas (Coppinger, 1970;
Smith, 1975; Schuler & Hesse, 1985). Bates (1862) relacionou a impalatabilidade a
resisténcia dos corpos, considerando que essa caracteristica permitiria a presa sobreviver
aos ataques dos predadores. Essa hipdtese foi posteriormente confirmada através de
experimentos com diversos grupos de insetos impalatdveis (Boyden, 1976; Jarvi et al.,

1981; Wiklund & Jarvi, 1982). Além disso, foi demonstrado que a coloragdo conspicua



120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

6

reduz a chance de um predador experiente fazer um ataque inapropriado, pois essas presas
podem ser detectadas a longa distancia, aumentando o tempo de reconhecimento da presa
(Guilford, 1986). Roper e Redstone (1987) observaram que a conspicuidade afeta ndo s6 a
intensidade do aprendizado inicial em aves como também o tempo de dura¢do em sua
memoria. A vantagem seletiva do mimetismo Miilleriano (Miiller, 1879) também foi
comprovada. Em experimentos utilizando passaros tiranideos na Floresta Amazonica,
observou-se que a prote¢do conferida pelo mimetismo foi restrita aos locais onde tanto os
predadores quantos os mimicos co-ocorriam (Pinheiro, 2003). Cardoso (1997) demonstrou
ainda associacdo a um padrdo de cores especifico (listras azuis) a impalatabilidade da
monocrotalina, um alcaldide pirrolizidinico, frente ao tico-tico rei cinza (Coryphospingus
pileatus), utilizando larvas de Tenebrio molitor. O comportamento gregirio também é
vantajoso quando associado a impalatabilidade e a coloragdo aposemdtica, pois aumenta a
magnitude do sinal, potencializando a eficacia da defesa quimica (Cott, 1940; Edmunds,
1974; Guilford, 1990). Contudo, existem excecdes a essas associacdes, como insetos
cripticos impalataveis (Jarvi et al., 1981), larvas impalataveis solitarias (Danainae) (Vane-

Wright & Ackery, 1986) e miméticos conspicuos palatdveis (Bates, 1862).

Nas borboletas, as defesas quimicas podem atuar em todos os estdgios da histéria de
vida, dadas as fortes pressdes de predacdo as quais estdo submetidas. Ovos e larvas jovens,
por exemplo, sdo mais suscetiveis ao ataque de artropodes, principalmente dcaros, aranhas,
vespas, formigas, percevejos e besouros, enquanto os tltimos nstares e as pupas sdo mais
atacados por vertebrados, incluindo lagartos, aves, ratos e primatas (Brower, 1984 e
referéncias nele citadas). Dentro da familia Nymphalidae, a subfamilia Ithomiinae possui
espécies que serviram de modelos impalatdveis no desenvolvimento da teoria do

mimetismo (Bates, 1862; Miiller, 1879), sendo normalmente rejeitadas por predadores
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vertebrados (Brower, 1984) ou invertebrados (Brown, 1984). Contudo, apesar de seus
sistemas de defesas quimicas terem sido descritos hd pouco mais de duas décadas (Brown,
1984, 1985, 1987), muitas questdes ainda permanecem sem respostas. A principio, pensou-
se que as solaniceas seriam a fonte da protecdo quimica desses ithomiineos (Brower &
Brower, 1964; Young, 1972; Drummond, 1976, 1981; Brown, 1980). Entretanto, relatos de
adultos capturados na natureza contendo alcaldides pirrolizidinicos ou visitando flores que
contém esses compostos (Pliske, 1975) sugeriram que tais compostos pudessem ser um
meio complementar de defesa quimica (Edgar & Culvenor, 1974, Boppré, 1978; Edgar et
al., 1979; Edgar 1982). Finalmente, os experimentos de Brown (1984, 1985, 1987)
mostraram que apenas adultos capturados na natureza continham alcaldides pirrolizidinicos
e eram evitados por aranhas da espécie Nephila clavipes (Araneae: Nephilidae), enquanto
os extratos de folhas de solaniceas ndo continham tais compostos. A partir disso, algumas
hipdteses tentam explicar a evolu¢do dos alcaldides pirrolizidinicos nos ithomiineos e seu
papel na defesa desse grupo de borboletas (Boppré, 1978; Edgar, 1975; Edgar, 1984; Edgar
et al., 1974; Trigo & Motta, 1990). Em uma revisdo recente sobre a ecologia quimica dos
ithomiineos, Trigo (2008) discute essas hipdteses. Uma delas considera que os ancestrais
dos Nymphalidae, Ithomiinae e Danainae, alimentavam-se de plantas que continham tanto
cardenolidas como alcaldides pirrolizidinicos, que lhes conferiam protecdo quimica e
comunicacdo quimica sexual. Fortes pressdes de herbivoria teriam possibilitado uma
divisdo das plantas hospedeiras ancestrais desses grupos (plantas com cardenolidas, plantas
com alcaldides pirrolizidinicos e outras que ndo produziam nenhum desses dois
compostos). A partir disso, os trés grupos de plantas teriam herbivoros hospedeiros
especificos adaptados aos seus respectivos compostos toxicos € no caso da maioria dos
ithomiineos, especializados em solandceas (as quais ndo possuem cardenolidas ou

alcaldides pirrolizidinicos). Os adultos teriam que suprir sua caréncia por alcaldides
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pirrolizidinicos, alimentando-se do néctar que plantas que os possuissem (Edgar, 1975;
Edgar, 1984; Edgar et al., 1974; Trigo & Motta, 1990). A outra hipétese coloca que essa
adaptacdo dos ithomiineos aos alcaldides pirrolizidinicos ndo deve ser dependente da planta
hospedeira da larva. FEla considera que os ancestrais adultos desses dois grupos
alimentavam-se em vdrias espécies de plantas e ao longo do tempo, aqueles que toleraram o
néctar téxico com alcaldides pirrolizidinicos sobressaiam-se em relacio a outras espécies e
acabaram por ser selecionadas em funcdo da protecdo dada por esses compostos contra
predadores. As caracteristicas aposemadticas, que surgissem a seguir, seriam mantidas com
a evolucdo do mimetismo Miilleriano. As borboletas que depois puderam utilizar os
alcaldides pirrolizidinicos ou cardenolidas das plantas hospedeiras de suas larvas teriam

uma protecdo adicional para este estagio (Boppré, 1978).

Dessa forma, devido a falta de informagdes sobre as defesas quimicas dos imaturos
das diversas espécies ithomiineas, principalmente aquelas que utilizam exclusivamente
solandceas como planta hospedeira, as larvas da espécie Methona themisto (Nymphalidae:
Ithomiinae) apresentaram-se como um bom objeto de estudo, por utilizarem a Brunfelsia
uniflora (Solanaceae: Salpiglossideae) como planta hospedeira e apresentarem uma
caracteristica tipica de inseto impalatdvel, a coloracdo conspicua. Além disso, essa espécie
¢ facilmente encontrada em dreas urbanas do Sul e Sudeste brasileiro, sendo extremamente

resistente as perturbacdes humanas.
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2. OBJETIVOS

O objetivo desse projeto foi investigar se larvas da borboleta Methona themisto

(Nymphalidae: Ithomiinae) as quais apresentam colora¢do conspicua (Figura 1), slo

defendidas quimicamente contra predadores. Para tanto, os seguintes objetivos especificos

foram desenvolvidos:

1))

2)

3)

4)

Determinar a sobrevivéncia das larvas de Methona themisto no campo, com a
finalidade de verificar se predacdo seria um fator de mortalidade importante nesse
estdgio de desenvolvimento e observando assim, a eficadcia de uma provavel defesa

quimica;

Determinar se as larvas vivas de Methona themisto sdo defendidas contra

predadores modelos:

a. Invertebrados Camponotus crassus (Hymenoptera: Formicidae), Lycosa
erythrognatha (Araneae: Lycosidae) e Oxyopsis saussurei (Mantidae:

Stagmatopterinae);

b. Vertebrados Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae) e Tropidurus itambere

(Sauria: Tropiduridae);

Verificar a aceitacdo dos extratos quimicos das larvas e da planta hospedeira por

predadores no campo e em laboratério, para determinar se ha protecdo quimica;

Avaliar a influéncia da coloracdo conspicua de Methona themisto na aprendizagem
de predadores, através de testes com larvas vivas de Methona themisto e larvas

palatdveis pintadas no padrio de cores de Methona themisto;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ORGANISMOS ESTUDADOS
3.1.1. Methona themisto

A borboleta Methona themisto (Hiibner, 1818), como a maioria dos Ithomiinae,
utiliza uma solandcea (Brunfelsia uniflora) como planta hospedeira de suas larvas (Lamas,
1973). O género Methona subdivide-se em 7 espécies e apenas a subespécie Methona
themisto muelleri ocorre no sudeste do Brasil (Lamas, 1973). Sua posicdo filogenética
ainda é confusa e novos trabalhos sugerem a mudanca do género para uma tribo propria,
Methonini (Wilmott & Freitas, 2006). Estudos recentes demonstram uma grande

ocorréncia dessa espécie em dreas urbanas (Ruszczyk & Nascimento, 1999).

De acordo com Lamas (1973), na desova de Methona themisto sao postos 0voOs
solitarios, geralmente na face abaxial das folhas. Os raros agrupamentos desordenados de
ovos sao devido as vdrias visitas das fémeas em uma mesma folha. Nunca se viu postura de
mais de um ovo por vez e cada postura dura em média 60 segundos. O ovo (Figura 1A)
ndo € resguardado e possui coloragdo branca brilhante, medindo até 1,5 mm de altura e 1
mm de largura. Em aproximadamente 6 ou 7 dias ocorre a eclosdo da larva. As larvas de
1° instar medem aproximadamente 2 a 3 mm (Figura 1B), passando para 20 mm no 3°
instar (Figura 1C) e chegando a 42 mm no 5° e ultimo instar (Figura 1D). As larvas dessa
borboleta tém comportamento solitdrio e colora¢do conspicua durante os Ultimos instares
(preta e laranja). A fase larval dura aproximadamente 20 dias, até as larvas cessarem sua
alimentacdo, permanecendo imodveis por 2 dias para a formac¢do da crisdlida. A crisdlida é

suspensa e de cor amarela brilhante. Este estdgio tem duracdo de 9 dias até a emergéncia

do adulto (Lamas, 1973).
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3.1.2. Brunfelsia uniflora
Brunfelsia uniflora (Pohl) D. Don € um arbusto ramificado que pode atingir 3
metros de altura (Figura 2). Possui ramos nodosos e densos, com folhas ovaladas e verdes
escuras. Suas flores aparecem solitdrias na extremidade do ramo durante a primavera € o
verdo, mudando de cor ao longo do tempo. O género Brunfelsia é um grupo relativamente
derivado dentro das solandceas (Plowman, 1979). Brunfelsia compde a tribo
Salpiglossideae, mas uma anélise filogenética baseada em DNA de cloroplastos sugeriu sua
posicdo dentro de uma nova tribo, formada ainda pelos géneros, Petunia e Fabiana de

Nicotianeae (Olmstead & Palmer, 1992).

Cerca de 40 espécies de Brunfelsia foram descritas até o momento, mas apenas 19
ocorrem na América do Sul (Plowman, 1979). Algumas espécies como a Brunfelsia
uniflora, conhecida como manacd de cheiro ou de jardim, possuem efeito terapéutico no
tratamento da sifilis e reumatismo, assim como efeitos diurético, abortivo e purgativo
(Schultes, 1976). No género Brunfelsia ja foram identificados compostos quimicos como
brunfelsamidina (=1H-pirrol-3-carboximidamida) (Lloyd et al., 1985), escopoletina (Mors

& Ribeiro, 1957) e calisteginas (Bekkouche et al., 2001) (Figura 3).

3.2. SOBREVIVENCIA DE LARVAS. INFLUENCIA DE PREDADORES

Para verificar a influéncia da predacdo na sobrevivéncia das larvas de Methona
themisto, as quais supostamente possuem defesas quimicas, comparou-se a sobrevivéncia
das larvas em plantas protegidas e desprotegidas de predadores em ambiente de mata

secundéria e em ambiente urbano, onde essa espécie ocorre.
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3.2.1. Sobrevivéncia de larvas de Methona themisto em mata secundaria versus

ambiente urbano

Larvas de Methona themisto foram coletadas em residéncias da cidade de Paulinia,
no proprio Departamento de Zoologia da Unicamp e em pracgas publicas da cidade de

Campinas e criadas em cativeiro, até a idade adulta, para obtenc¢do dos ovos.

As larvas foram mantidas em frascos plésticos (5 cm de didmetro e 8 cm de altura),
em camaras com luminosidade e temperatura controladas (12h luz/12h escuro; 27°C) e
umidade relativa parcialmente controlada (+ 50-60%). As larvas foram alimentadas
diariamente com folhas frescas de Brunfelsia uniflora até que atingissem o estagio de pupa.
As pupas foram transferidas para gaiolas (feitas com madeira e tela de mosquiteiro, de 30 x
30 x 45 cm), onde tiveram espaco suficiente para a abertura das asas dos adultos. Como
nessa espécie as larvas formam pupas suspensas, para transferéncia, apds descold-las do
local de adesdo, estas foram coladas a ponta de uma linha, a qual foi fixada no alto da
gaiola. Assim que os adultos emergiram, foram transferidos para uma casa de vegetagao,
onde podiam encontrar alimento (flores de Penta lanceolata ou solucido a base de dgua e
mel 50%, oferecida em alimentadores para beija-flores) e a planta hospedeira para

oviposi¢do. Dos ovos obtidos através dessa criagdo, apenas 20% nao eclodiram.

Apés a obtencdo dos ovos, estes foram mantidos em camaras de criacdo, nas
condic¢des descritas acima, para obtencdo de larvas de primeiro instar. A utiliza¢do de ovos
coletados em campo ndo foi possivel, j4 que mais de 65% deles apresentavam-se

parasitados.

O experimento foi realizado em ambiente de mata secunddria [Mata Ribeirdo-
Cachoeira (22°50°S 46°55"W) localizada no Distrito de Sousas, municipio de Campinas,

SP] e em ambiente urbano [campus da Universidade Estadual de Campinas (22°49°S



279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

13

47°05’W), proximo ao Departamento de Zoologia]. Em cada local foram utilizados 10
individuos de Brunfelsia uniflora, dispostos dois a dois (protegidos e desprotegidos de
predadores) (Figura 4). Nas plantas protegidas, foram utilizadas gaiolas de PVC, com 1 m’
de dimensdo, fixadas no solo com auxilio de ganchos e cobertas com tela de mosquiteiro
(feitas de polietileno, 1 mm de abertura). Além disso, para evitar a visitacdo por formigas,
a base do caule das plantas foi recoberta por Tanglefoot™, uma resina que impede que elas
subam pelo caule. Nas plantas desprotegidas, uma placa contendo Tanglefoot™ foi posta

ao lado da planta, no caso dessa resina interferir na sobrevivéncia das larvas.

Larvas recém-emergidas dos ovos foram acondicionadas nas folhas das plantas, as
quais foram inspecionadas a cada dois dias, entre os meses de janeiro a abril de 2007. Em
cada planta foram colocadas aproximadamente 20 larvas. As observagdes foram realizadas
de acordo com Portugal (2001) e foram observados o nimero de larvas e as mudancgas de
instar. Como as larvas empupam fora de sua planta hospedeira, mas proximas a elas, as
larvas de 5° instar foram retiradas da planta e deixadas para empupar individualmente em
laboratério. Assim, consideramos a sobrevivéncia das larvas somente até o final do 4°
instar, ja que a sobrevivéncia das larvas de 5° instar foi superestimada. Para estimarmos a
sobrevivéncia das pupas em campo, estas foram devolvidas aos locais de experimento,

proximas a planta hospedeira e monitoradas até a emergéncia de adultos.
3.2.2. Analise estatistica

As comparagdes das curvas de sobrevivéncia obtidas através dos acompanhamentos
das larvas em plantas protegidas e desprotegidas de predadores, em mata secunddria e
ambiente urbano foram analisadas pelo teste Log-rank (Kleinbaum, 1996). Nessas
comparacdes multiplas (cada uma com 1 gl) foi utilizada a correcdo de Bonferroni para que

se controlasse o erro do tipo I (Rice, 1989). Essa correcdo é dada por a/nimero de
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comparacdes. Nesse caso, foram realizadas 4 comparagdes: 1) plantas protegidas da mata
secunddria versus plantas protegidas em ambiente urbano; 2) plantas desprotegidas da mata
secunddria versus plantas desprotegidas em ambiente urbano; 3) plantas protegidas da mata
secunddria versus plantas desprotegidas da mata secundaria e 4) plantas protegidas de
ambiente urbano versus plantas desprotegidas em ambiente urbano. Assim, o valor de p-
critico serd igual ao a utilizado (0,05) dividido pelo nimero de comparacdes realizadas (4),

p-critico igual a 0,0125.

3.3. BIOENSAIOS COM LARVAS VIVAS DE METHONA THEMISTO

3.3.1. Bioensaio com Camponotus crassus

Devido a predag@o por formigas representar uma das maiores causas de mortalidade
de larvas de borboletas ndo mirmecéfilas em suas plantas hospedeiras (Freitas & Oliveira,
1996), 10 coldnias das formigas Camponotus crassus Mayr 1862 (Hymenoptera:
Formicidae: Formicinae) foram utilizadas para avaliacdo da palatabilidade das larvas de
Methona themisto. Esta formiga neotropical € arboricola e constréi ninhos em troncos
vivos ou mortos (Kusnezov, 1951), além de patrulhar as plantas hospedeiras de diversos
ithomiineos ou guardar hemipteros quando estes estdo presentes (Portugal, 2001). Além
dessa espécie, outras duas espécies, Camponotus rufipes Fabricius 1775 (duas coldnias) e

Camponotus rengeri Emery 1894 (trés colOnias) foram testadas.

As coldnias de formigas utilizadas nos testes foram coletadas na Estacdo Ecoldgica
Experimental de Itirapina (22°15’S 47°51°’W). Segundo a metodologia proposta por
Portugal (2001), cada coldnia foi tratada com uma larva palatavel, Tenebrio molitor
Linnaeus 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae), 48 horas antes do inicio do teste, a fim de

padronizar o nivel de alimentacdo entre as colOnias. Larvas experimentais de Methona
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themisto de 5° instar foram oferecidas as coldonias em folhas de suas plantas hospedeiras e
colocadas em pequenos frascos de vidro com dgua, para se manterem turgidas por 24 horas
(duracdo do experimento). Apés as 48 horas da padronizagdo alimentar, um organismo
teste foi oferecido e depois de 24 horas foi observado se houve ou ndo a predacdo da larva.
Para cada coldnia testada foram realizados dois ensaios, com intervalo de uma semana entre

eles, para avaliar a reacio deste modelo de predador em um segundo contato com a presa.
3.3.2. Bioensaio com Lycosa erythrognatha.

Este ensaio foi realizado como proposto por Gonzéles et al. (1999). Trinta
individuos de Lycosa erythrognatha Lucas 1836 (Arachnida: Araneae: Lycosidae),
conhecida como tarantula ou aranha-de-grama, foram coletados nos arredores do campus da
Unicamp e mantidos isoladamente em recipientes plasticos transparentes (15 x 12 cm,
didmetro x altura). Durante as duas semanas que antecederam o teste, receberam apenas
dgua, em algoddo embebido, e uma larva de Tenebrio molitor. Cada larva de Methona
themisto de 5° instar foi oferecida as aranhas transferindo-as com o auxilio de uma pinca
exatamente a frente das queliceras. As larvas foram consideradas aceitas se aprisionadas
pelas aranhas e mortas por umas ou mais mordidas, e foram consideradas rejeitadas se
estivessem vivas ou intactas 24 horas apOs o ataque. A rejei¢do das larvas foi validada
apenas quando as aranhas aceitaram uma larva de Tenebrio molitor oferecida apds o teste.
Para cada individuo testado foram realizados dois ensaios, com um intervalo de uma
semana entre eles, para avaliar a reacdo deste modelo de predador em um segundo contato

CcOm a presa.
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3.3.3. Bioensaio com Oxyopsis saussurei
Dez fémeas do louva-a-deus Oxyopsis saussurei Giglio-Tos, 1914 (Mantodea:
Mantidae: Stagmatopterinae) foram mantidas em gaiolas individuais, sob condi¢des
ambiente de temperatura e fotoperiodo. Os individuos foram alimentados a cada dois dias
com larvas de Tenebrio molitor e moscas (Musca domestica Linnaeus 1758, Diptera:
Muscidae) criadas em laboratério. Dois dias antes de cada teste, os individuos receberam
uma larva de Tenebrio molitor para padronizacdo alimentar. De acordo com Berenbaum e
Miliczky (1984), registrou-se o tempo de manipulacio da presa pelo predador em dois dias
ndo consecutivos, para avaliar a rea¢do do predador em um segundo contato com a presa.
Além disso, verificou-se a porcentagem de predacdo das larvas, sendo consideradas
rejeitadas aquelas liberadas apds uma ou duas mordidas. Para validacdo do teste em caso
de rejeicdo, esta resposta sé seria considerada se o individuo aceitasse uma larva palatavel

de Tenebrio molitor.

3.3.4. Bioensaio com Gallus gallus

De acordo com Silva (2000), individuos machos de Gallus gallus Linnaeus 1758
(Galliformes: Phasianidae) adquiridos em lojas de animais foram mantidos em grupo, com
alimentacdo a base de racdo e dgua até atingirem uma semana de idade e sob condi¢des
ambientes de temperatura e fotoperiodo durante os meses quentes do ano ou aquecidos por

aquecedores (temperatura aproximada 28 °C) durante os meses frios.

Apl6s uma semana, os pintinhos tiveram seus pés numerados para identificacio
individual e por trés dias cada individuo foi treinado a aceitar larvas de Tenebrio molitor.
Nesse treinamento, as larvas vivas foram oferecidas apés um periodo de 2 h de jejum e os

individuos que ndo as aceitaram até o terceiro dia de treino ndo foram utilizados nos
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experimentos. O treinamento teve o intuito de evitar que os predadores rejeitassem as

presas por ndo as reconhecerem como alimento.

O experimento consistiu no oferecimento de uma larva-controle (Tenebrio molitor)
seguido de uma larva experimental de 1°, 3° ou 5° instar de Methona themisto, para avaliar
se existem diferencas de rejeicdo entre os instares. Foram utilizadas 30 larvas de cada
instar. Os pintinhos utilizados foram treinados com larvas de Tenebrio molitor de tamanho

correspondente aos das larvas de Methona themisto testadas.

A fim de confirmar a fome e a aptiddo dos pintinhos para atacar suas presas, foi
oferecida uma nova larva-controle apos o oferecimento da larva experimental. Assim como
em Silva (2000) a reacdo do predador em relagdo as larvas experimentais foi observada por
dois minutos e registrada como: 1. atacada e predada; 2. atacada e ndo ingerida; 3. ndo
atacada. O teste sO teve validade caso o individuo ingerisse as duas larvas controles.
Todos os ensaios e treinamentos foram realizados no mesmo local de acondicionamento
dos pintinhos, ja que aves criadas em laboratério sdo facilmente perturbadas. Além disso,
as larvas rejeitadas e que permaneceram vivas foram mantidas individualmente por trés dias
ou até empuparem, para verificar se as mesmas sobreviveriam apds contato com o0

predador.

3.3.5. Bioensaio com Tropidurus itambere

Quatro individuos adultos do lagarto Tropidurus itambere Rodrigues, 1987 (Sauria:
Tropiduridae) foram coletados em terrenos baldios da regido urbana da cidade de Campinas
e mantidos em laboratério durante o periodo dos experimentos. Estes individuos foram
acondicionados em terrarios de vidro de 0,30 x 1,0 m, contendo uma camada de areia e
folhico. Foram alimentados com larvas de Tenebrio molitor, adultos da mariposa

Spodoptera frugiperda Smith 1797 (Lepidoptera: Noctuidae) e eventualmente cupins das
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espécies Conitermes cumulans Kollar 1832 (Isoptera: Termitidae) e Coptotermes gestroi

Wasmann 1896 (Isoptera: Rhinotermitidae).

Para realizacdo do experimento, nas 24h que o antecederam, foram oferecidas 15
larvas de Spodoptera frugiperda para padronizacdo alimentar dos individuos. Para o
experimento foi oferecida uma larva de Methona themisto de 5° instar e a reagdo do
predador em relacdo as larvas experimentais foi observada por dez minutos e registrada

seguindo o procedimento realizado para Gallus gallus. Todos os ensaios foram realizados

no mesmo local de acondicionamento dos animais.
3.3.6. Analise estatistica dos bioensaios com larvas vivas

Para analisar se houve diferencas no tempo de manipulacdo das larvas de Methona
themisto pelos louva-a-deuses, nos dois dias de contato, utilizou-se um teste t-pareado (Zar,
1999). Para os experimentos com Gallus gallus foi feita uma comparagdo das porcentagens
de predagdo para os trés diferentes instares de Methona themisto, através de um teste G de

contigéncia (Zar, 1999).

3.4. BIOENSAIOS COM EXTRATOS DA PLANTA HOSPEDEIRA E DAS LARVAS DE METHONA

THEMISTO

Para determinar se as larvas de Methona themisto sdao defendidas quimicamente,
foram realizados ensaios com extratos organicos e aquosos das larvas e da planta
hospedeira, em condi¢des de campo e em laboratério, contra predadores vertebrados e
invertebrados. Devido a planta hospedeira dessas larvas possuir alcaléides em sua
composicdo (Lloyd et al. 1985; Bekkouche et al. 2001), extratos alcaloidais das larvas de

Methona themisto foram obtidos e testados contra individuos de Gallus gallus, com a
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finalidade de verificar a presenca desses compostos nas larvas e sua atividade bioldgica

contra esse predador.

3.4.1. Obtencao dos extratos organicos e aquosos (larvas de Methona themisto e

folhas de Brunfelsia uniflora)

Larvas de Methona themisto ou folhas frescas de Brunfelsia uniflora foram
extraidas 3 vezes em MeOH:H,0O 4:1 (10x volume/peso) triturando em um
homogeneizador, desintegrador e emulsificador tipo TURRAX (Marconi, Piracicaba, SP)
até completa homogeneizacdo do material no solvente. Os homogeneizados foram filtrados
e reunidos. Em seguida, o filtrado foi reduzido em rotaecvaporador de baixa pressdo, a
40°C, até restar somente dgua como solvente. Esta fase aquosa foi lavada 3 vezes com
diclorometano, originando uma fase organica. A fase organica também foi lavada trés
vezes com dagua e posteriormente reunida e tratada com Na,SO, anidro, filtrada e
evaporada. Esse procedimento visa eliminar substincias que apresentem uma afinidade

similar pela fase orgnica e pela aquosa. Apos a lavagem, a fase aquosa foi liofilizada.

A fase aquosa foi ressuspensa em dagua destilada e a fase organica em
diclorometano. O peso seco médio das larvas de Tenebrio molitor (40 mg) foi utilizado
para calcular uma quantidade de extrato proporcional ao peso seco de Methona themisto.
No caso das folhas, uma quantidade de extrato proporcional a 0,1, 1,0 e 10,0 % do peso
seco da larva de Tenebrio molitor foi arbitrariamente determinada. O volume final de cada
extrato foi calculado de forma que se utilizasse 20 pl do extrato para cada unidade
experimental (cada larva de Tenebrio molitor). Nos experimentos, para o controle do
solvente do extrato organico, aplicou-se 20 pl de diclorometano e para o controle do

solvente do extrato aquoso, 20 pl de 4dgua.
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3.4.2. Obtencao do extrato alcaloidal de larvas de Methona themisto
Larvas de Methona themisto foram extraidas 3 vezes em MeOH:H,O 4:1 (5x
volume/peso) e triturado como acima. Os homogeneizados foram filtrados e reunidos. O
filtrado foi reduzido em rotaevaporador como acima até restar somente dgua como
solvente. Este extrato aquoso foi acidificado com 4cido cloridrico a 1N e lavado 3 vezes
com diclorometano, originando uma fase organica neutra. A fase neutra foi tratada com
Na,SOy4 anidro, filtrada e evaporada. A fase aquosa, de onde se obtém os alcaldides, foi
basificada com hidroxido de amodnio e novamente lavada por trés vezes com
diclorometano:MeOH 3:1, tendo ainda uma udltima lavagem feita apenas com cloroférmio.
Destas novas duas fases, descartou-se a fracdo aquosa e se evaporou o diclorometano da

fracdo alcaloidal.

3.4.3. Bioensaios no campo

Para testar os efeitos desses extratos em predadores no campo, o material foi
ressuspenso em solvente correspondente e aplicado em larvas de Tenebrio molitor
liofilizadas. Utilizou-se o peso seco médio das larvas de Tenebrio molitor para aplicar uma
quantidade de extrato proporcional ao peso seco de Methona themisto (em uma
concentracdo equivalente a 5 larvas). A concentracdo de 5 equivalentes foi utilizada para

maximizar a resposta aos extratos.

O trabalho em campo foi desenvolvido em ambiente de mata secundéria e urbano,
onde larvas liofilizadas de Tenebrio molitor divididas em: larvas teste (1. tratadas com
extrato diclorometanico de larvas Methona themisto, 2. tratadas com extrato aquoso de
larvas de Methona themisto, 3. tratadas com extrato diclorometanico da planta hospedeira e
4. tratadas com extrato aquoso da planta hospedeira) e larvas controle (tratadas com 4gua

ou com diclorometano e larvas de Methona themisto), foram coladas na face abaxial das
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®
folhas (local no qual as larvas costumam ser encontradas) com cola Super Bonder~. Foram
feitas inspecdes didrias, sendo observado o nimero de larvas presentes e desaparecidas;

larvas parcialmente comidas foram consideradas predadas.
3.4.4. Bioensaio com Gallus gallus

Os extratos foram aplicados nas larvas de Tenebrio molitor como descrito acima.

Os individuos machos de Gallus gallus também foram mantidos como descrito acima.

O experimento consistiu no oferecimento de uma larva controle, tratada com agua
ou diclorometano, dependendo do solvente utilizado na extracdo; uma larva teste (larvas
tratadas com: 1. extrato diclorometanico de larvas Methona themisto; 2. extrato aquoso de
larvas de Methona themisto; 3. extrato diclorometanico da planta hospedeira; ou 4. extrato
aquoso da planta hospedeira) e em seguida outra larva controle, sem tratamento algum. A
concentracdo de extrato aplicada em cada larva foi equivalente a 1 e 5 larvas de Methona
themisto. A reacdo do predador em relac@o as larvas experimentais foi observada por dois
minutos e registrada como: 1. atacada e ingerida; 2. atacada e ndo ingerida; 3. ndo atacada.

O teste s6 teve validade caso o individuo ingerisse as larvas controles.

3.4.5. Analise estatistica dos bioensaios com extratos da planta hospedeira e

larvas de Methona themisto

Para a anédlise dos bioensaios com Gallus gallus foram comparadas as percentagens
de predacdo entre os tratamentos através do teste de comparagdes multiplas entre

proporcdes (Zar, 1999).
3.5. BIOENSAIO DE APRENDIZAGEM DE GALLUS GALLUS

Para avaliar a influéncia do padrio de cores de Methona themisto no aprendizado de

Gallus gallus, no que se refere ao reconhecimento e rejei¢ao visual de presas impalatdveis,
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pintinhos ingénuos foram submetidos a contatos consecutivos com larvas vivas de Methona
themisto, enquanto pintinhos experientes (que ja tiveram contato com larvas dessa espécie)
foram submetidos a larvas palatdveis pintadas no mesmo padrdo de cores de Methona

themisto.

Apds o periodo de treinamento, lotes de pintinhos ingénuos foram testados contra
larvas vivas de Methona themisto de 3° e 5° instares, como descrito anteriormente. Cada
individuo foi submetido a trés dias consecutivos de testes. As larvas de 1° instar ndo foram
utilizadas nos testes devido a sua alta taxa de predacio observada nos outros ensaios desse
estudo. A reagdo do predador também foi registrada por um periodo de 2 minutos como: 1.

atacada e ingerida; 2. atacada e ndo ingerida; 3. ndo atacada.

ApOs os trés dias de testes com larvas vivas, aos pintinhos testados com larvas de 3°
instar (pintinhos experientes) foram oferecidas larvas de Tenebrio molitor liofilizadas e
pintadas, com tinta plastica Acrilex® no padrdo de cores da Methona themisto, listras
transversais laranjas e pretas intercaladas. A seqiiéncia oferecida a cada individuo foi: 1.
larva de Tenebrio molitor liofilizada; 2. larva de Tenebrio molitor liofilizada e pintada de
laranja e preto; 3 larva de Tenebrio molitor liofilizada e pintada de marrom (cor do

Tenebrio molitor); 4. larva de Tenebrio molitor liofilizada.
3.5.1. Analise estatistica do bioensaio de aprendizagem com Gallus gallus

Para a andlise dos dados foram realizados testes G de contigéncia para avaliar se o
comportamento dos pintinhos em relagdo as presas era independente do nimero de contatos

e independente da coloracio da presa (Zar, 1999).
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4. RESULTADOS

4.1. SOBREVIVENCIA DE LARVAS. INFLUENCIA DE PREDADORES

4.1.1. Sobrevivéncia das larvas de Methona themisto em mata secundaria versus

ambiente urbano

As curvas de sobrevivéncia das larvas de Methona themisto (Figuras 5, 6, 7 e 8)
foram comparadas através do Teste de Log-rank e devido as varias compara¢des com 0

mesmo conjunto de dados, empregou-se a correcdo de Bonferroni (p-critico < 0,0125).

As comparagdes entre os ambientes testados mostraram que a sobrevivéncia das
larvas ndo diferiu significativamente em plantas protegidas de predadores (mata secundaria
versus ambiente urbano, Log-rank, p = 0,092) e em plantas desprotegidas (mata secundéria

versus ambiente urbano, Log-rank, p = 0,530).

As comparacdes feitas entre os tratamentos testados resultaram em diferenca nio
significativa na sobrevivéncia das larvas em ambiente urbano (plantas protegidas versus
desprotegidas, Log-rank, p = 0,022), mas apontaram uma forte influéncia da predacdo na
sobrevivéncia dessas larvas em mata secundéria (plantas protegidas versus desprotegidas,

Log-rank, p < 0,0001).

Durante o acompanhamento das larvas, no tratamento desprotegido, ndo houve
observacdo direta de nenhum ataque de predadores as larvas, constatando apenas o
desaparecimento dessas larvas. Apesar dos estdgios larvais serem o foco deste estudo, as
pupas de Methona themisto também foram acompanhadas. As pupas, ao contrdrio das
larvas, foram observadas sendo atacadas por formigas de uma espécie ndo identificada da
subfamilia Myrmicinae (Figura 7A) e por vespas da espécie Agelaia vicina Saussure 1854

(Hymenoptera: Vespidae), no ambiente de mata secunddria. Ndo houve diferenca



531

532

533

534

535

536

537

538

539

540

541

542

543

544

545

546

547

548

549

550

551

24

significativa entre as propor¢des de sobrevivéncia das pupas entre plantas protegidas e
desprotegidas, em mata secunddria (comparacdo entre propor¢des, p = 0,25), mas em
ambiente urbano hd uma diferenca significativa na propor¢do de sobrevivéncia das pupas
em plantas protegidas e desprotegidas, onde 88% das protegidas sobreviveram contra 42%

das desprotegidas (comparacio entre proporcdes, p < 0,0001).

4.2. BIOENSAIOS COM LARVAS VIVAS DE METHONA THEMISTO

4.2.1. Bioensaio com Camponotus crassus

s

Todas as colonias de formigas predaram as larvas de 5° instar (n = 10) (Figura 7B).
Apoés uma semana, os testes foram refeitos e todas as larvas foram novamente predadas. As
colonias de Camponotus rufipes (2 coldnias) e Camponotus rengeri (3 coldonias) também

predaram todas as larvas.

Em todos os ensaios, as larvas reagiram agressivamente frente aos predadores, que
as reconheciam facilmente nas folhas e logo as carregavam em dire¢do ao ninho. As larvas
contorceram-se, muitas vezes tentaram morder as formigas e sempre regurgitavam, fazendo
até com que algumas formigas se afastassem incomodadas com a secrecdo do regurgito,

contudo as larvas sempre acabavam cedendo ao ataque macigo das formigas.

4.2.2. Bioensaio com Lycosa erythrognatha

Os bioensaios com Lycosa erythrognatha demonstraram que larvas de Methona
themisto ndo apresentam defesas contra este tipo de predador; os bioensaios com 30
aranhas e larvas de 5° instar resultaram em 100% de preda¢do (Figura 7C). Apds uma

semana os testes foram refeitos e todas as larvas foram novamente predadas, demonstrando
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que tais predadores ndo sdo sensiveis as provaveis defesas quimicas das larvas, mesmo em

um segundo contato.
4.2.3. Bioensaio com Oxyopsis saussurei

Em dois dias ndo consecutivos de testes, os 10 individuos de Oxiopsis saussurei
(Figura 7D) capturaram as larvas de Methona themisto de 5° instar, contudo a porcentagem
de ingestdo das larvas decresceu de 100 % a zero (as larvas do primeiro contato tiveram
mais de 50% de seu corpo ingerido e as do segundo contato foram rapidamente rejeitadas
sofrendo poucas lesdes, contudo, fatais) e o tempo de manipulacdo da presa diminuiu

significativamente no segundo dia de teste (teste t pareado, p = 0,012, Figura 8).
4.2.4. Bioensaio com Gallus gallus

Os bioensaios com Gallus gallus (Figura 7E) mostraram que o comportamento
destes em relacdo as presas ndo era independente do instar da larvas testadas (Teste G de
contingéncia 3 x 3, x2 = 28,56, gl = 4, P < 0,0001) (Figura 9). Quando agrupados, os
comportamentos larvas rejeitadas e larvas predadas, verifica-se que a predacdo ndo ¢é
independente dos instars larvais (Teste G de contingéncia 2 x 3, x2 =2638,¢gl=2,P<
0,0001), sendo que larvas de 3° e 5° instars sdo significativamente menos predadas do que
larvas de 1° instar (Teste G de contingéncia 2 x 2, chorr.Yates =22.88, gl =1, P <0,0001).
Nenhuma larva de primeiro instar sobreviveu ao ataque, enquanto 80% e 100% das larvas
de terceiro e quinto instar respectivamente, resistiram ao ataque dos pintinhos e

sobreviveram até empuparem.
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4.2.5. Bioensaio com Tropidurus itambere

z.

Nos ensaios com larvas de 5° instar, 4 individuos de Tropidurus itambere (Figura
7F) ndo aceitaram as larvas de Methona themisto, rejeitando-as sem mesmo prova-las, mas

aceitando tanto o controle inicial quanto o controle final oferecido.

4.3. BIOENSAIOS COM EXTRATOS DAS PLANTAS E DAS LARVAS
4.3.1. Bioensaios no campo

Os bioensaios realizados com os extratos (aquosos e diclorometanicos) da larva de
Methona themisto e sua planta hospedeira (Figura 10A), além de seus respectivos controles,
resultaram em 100% de predacdo em ambas as localidades testadas (mata secundaria e

ambiente urbano).

As larvas liofilizadas de Tenebrio molitor, onde os extratos foram aplicados, foram
vistas sendo predadas por formigas, principalmente. As formigas encontradas predando
essas larvas pertencem a trés espécies ndo identificadas da subfamilia Myrmicinae. Outras
larvas parecem ter sido arrancadas da planta (Figura 10B), provavelmente por algum tipo
de vespa, onde apenas o tegumento preso por cola a planta permaneceu intacto. Quando as
formigas foram responsdveis pela retirada das larvas, elas as quebravam e acabavam

retirando todo o tecido preso a folha.
4.3.2. Bioensaio com Gallus gallus

Os extratos da planta-hospedeira ndo apresentaram atividade deterrente nos
individuos de Gallus gallus testados, sendo que todas as larvas foram predadas. Contudo
quando comparamos as propor¢des de predacdo dos extratos obtidos das larvas, verificamos

diferencgas significativas entre elas (x2 = 64,5, p < 0,0001) (Figura 11). Um teste de
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comparacdes multiplas para propor¢des mostrou que o extrato diclorometanico a 1
equivalente foi significativamente menos predado do que a larva controle (sem extrato) e o
extrato aquoso a 1 equivalente. O extrato diclorometanico a 5 equivalentes também foi
significativamente menos predado do que o controle e o extrato aquoso a 5 equivalentes.
Além disso, o extrato diclormetanico a 5 equivalentes foi significativamente menos predado

do que o extrato diclorometanico a 1 equivalente.

Outra hipétese testada foi a de que alcaldides presentes nas larvas de Methona
themisto pudessem atuar na palatabilidade destas frente a seus predadores. Entretanto
quando se verifica a porcentagem de predacdo nos extratos neutro e alcaloidal em relagdo
ao controle, verificamos que somente o extrato neutro apresenta atividade antipredacdo

significativa (compara¢do entre multiplas proporg¢des, x2 =5,09, p <0,0001) (Figura 12).

4.4. BIOENSAIO DE APRENDIZAGEM DE GALLUS GALLUS

Os ensaios de aprendizagem de Gallus gallus foram realizados apenas com larvas
de 3° e 5° instar, as quais apresentaram maior grau de impalatabilidade para esse tipo de
predador e ja possuem uma coloracdo conspicua. As larvas de 1° instar foram
significativamente mais aceitas pelos pintinhos e ndo possuem ainda o padrdo de cores

caracteristicos das larvas dessa espécie de borboleta (listras transversais laranjas e pretas).

Os bioensaios com larvas de 3° instar mostraram que o comportamento dos
pintinhos em relacdo as presas ndo era independente do nimero de contatos com a larva
conspicua (Teste G de contingéncia 2 x 3, x2 =11,76, gl =2, P=0,0028) (Figura 13). Com
larvas de 5° instar, o comportamento dos pintinhos também ndo foi independente do

nimero de contatos (Teste G de contingéncia 2 x 3, x2 = 8,81, gl =2, P =0,0122) (Figura
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14). Ou seja, em ambos os casos, a cada contato os pintinhos tiveram uma porcentagem

maior de rejei¢ao das larvas.

Pintinhos experientes foram postos frente a larvas palataveis de Tenebrio molitor
pintadas no padrao de cores de Methona themisto, com a finalidade de avaliar sua
capacidade de reconhecer esse padrdo e associd-lo ao gosto desagraddvel. Esses pintinhos
tiveram contato com larvas de Methona themisto de 3° instar, as quais t€m um tamanho

similar ao das larvas de Tenebrio molitor no ultimo instar.

Apenas 10% das larvas de Tenebrio molitor, pintadas de laranja e preto, foram
aceitas pelos pintinhos, enquanto as restantes foram rejeitadas visualmente. Os controles
utilizados no testes tiveram 100% de aceitacdo (larvas de Tenebrio molitor liofilizadas e
liofilizadas pintadas de marrom) (Figura 15). Assim, o comportamento dos pintinhos em
relacdo as larvas ndo foi independente de sua coloragdo (Teste G de contingéncia 2 x 4, x2 =

68,0, gl =3, P <0,0001) (Figura 16).

Além disso, pintinhos ingénuos foram testados para confirmar se a sua capacidade
de reconhecer o padrio de cores da Methona themisto ocorre apenas através de experiéncia
prévia. Todos os 27 individuos testados ingeriram as larvas pintadas de marrom, de laranja

e preto e aquelas sem coloracdo alguma.
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5.DISCUSSAO
Os resultados obtidos sugerem que as larvas de Methona themisto possuem defesas

quimicas, contudo com eficacia diferenciada para seus diferentes predadores.

O acompanhamento da sobrevivéncia dessas larvas, em diferentes condi¢cdes, aponta
a forte influéncia de seus predadores sobre sua sobrevivéncia. O efeito da predacdo foi
evidente no ambiente de mata secunddria, onde as larvas sobreviveram menos em plantas
desprotegidas. As larvas mostraram-se também extremamente resistentes as perturbagdes
urbanas, ndo apresentando assim, diferencas entre drea urbana ou mata secunddria. A
diferenca ndo significativa entre a sobrevivéncia de plantas protegidas e desprotegidas, em
area urbana, pode ser entendida considerando as diferencas no conjunto de predadores
existentes em cada uma das dreas. Apesar de ndo constar neste trabalho o levantamento das
potenciais espécies predadoras de cada regido, pode-se considerar que em ambientes
naturais ocorra um maior nimero de predadores e também um maior nimero de predadores

especializados nesse tipo de larvas.

s

Nos bioensaios com larvas vivas optou-se pelo uso de larvas de 5° instar, que pode
ser considerado instar mais capaz de defender-se de artropodes predadores (Hayes, 1981;
Kristensen, 1994) e por se considerar que seu maior grau de conspicuidade reflita uma
maior protecdo quimica (toxicidade ou impalatabilidade) (Ruxton et al., 2004). Assim, em
caso de respostas negativas a essas defesas, pode-se supor a falta ou a ineficacia de defesas

quimicas nessas larvas para os predadores testados.

Trabalhos relacionados a preda¢@o de larvas de lepiddpteros por formigas e outros
predadores invertebrados, observaram larvas de diferentes espécies sendo menos atacadas
quando estas se alimentavam em plantas com compostos impalatdveis (Dyer, 1995, 1997;

Dyer & Bowers, 1996). Dyer e Bowers (1996) mostraram que larvas de Junonia coenia
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(Nymphalidae) alimentadas em folhas (ricas em glicosideos irididides) conseguiam escapar
mais dos ninhos de formigas do que larvas alimentadas com uma dieta pobre em
glicosideos irididides. Potugal e Trigo (2005) demonstraram que larvas de Mechanitis
polymnia apresentavam uma camuflagem quimica sobre as folhas de sua planta hospedeira
e ndo eram identificadas como presas por formigas Camponotus crassus. No entanto, a
total aceitacdo das larvas de Methona themisto como presas por Camponotus crassus indica
a ineficiéncia de suas defesas quimicas contra esse predador, como ja havia sido

anteriormente verificada por Portugal (2001).

O resultado obtido no ensaio com as aranhas foi semelhante ao das formigas.
Experimentos com mariposas arctiideas, Utheteisa ornatrix, j& comprovaram que aranhas
do género Lycosa respondem as defesas quimicas, rejeitando presas impalataveis (Eisner &
Eisner, 1991). Individuos de Lycosa ceratiola rejeitaram fémeas adultas de Utheteisa
ornatrix que continham alcaldides pirrolizidinicos adquiridos apds a cOpula ou mesmo
larvas palataveis do besouro Tenebrio molitor quando uma solu¢do de monocrotalina era
aplicada proxima de suas queliceras, apds o ataque. A aplica¢do dessa solucdo fazia com
que as aranhas liberassem a larva e tentassem limpar seu aparelho bucal, esfregando-o na
areia (Gonzalez et al., 1999). As aranhas da familia Lycosidae sdo um excelente indicador
na avaliagdo de presas com alcaldides pirrolizidinicos, assim como outras aranhas
cursoriais de Ctenidae, Pisauridae e Trechaleidae (Paulo Cesar Motta, comunica¢io
pessoal). Em nossos experimentos, as defesas quimicas das larvas de Methona themisto
mostraram-se ineficazes, ja que em todos os ensaios as aranhas atacaram prontamente as
larvas, sugando todo seu conteudo e depois macerando o tegumento restante, sem deixar

sobras.
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Os ensaios com mantideos, no entanto, revelaram que as defesas de Methona
themisto podem atuar contra alguns grupos de predadores invertebrados. Nao se sabe ao
certo quais fatores influenciam a eficacia dessas defesas, mas os mantideos foram os Unicos
predadores invertebrados testados que responderam a elas. Outro trabalho ja avaliou o
tempo de manipulacdo de presas toxicas por louva-a-deuses (Berembaum & Miliczky,
1984). Eles observaram que nio s6 o tempo de manipulacdo diminuia a cada novo contato
com a presa, como eles também conseguiam reconhecer a aparéncia da presa tdxica, ndo a

manipulando, mesmo quando estas ndo apresentavam toxicidade.

Nos predadores vertebrados, contudo, como os lagartos (Tropidurus itambere) e 0s
pintinhos (Gallus gallus) a defesa parece atuar ndo s no aspecto da palatabilidade como
também na coloracdo de adverténcia. Os resultados obtidos nos experimentos com lagartos
reforcam a influéncia da coloracdo de alerta na aceitacdo de presas, em predadores
experientes.  Os experimentos de Boyden (1976) com lagartos Ameiva ameiva
demonstraram que essa espécie rejeita borboletas impalativeis do género Heliconius
baseados no reconhecimento da coloracdo ou padrio das asas e na presenca de compostos
impalataveis. Além disso, bastaram poucos contatos para que os lagartos aprendessem a
evitar presas desse tipo. Os ensaios de Reznick et al. (1981) mostraram que os lagartos
Sceloporus malachiticus apresentavam uma relutancia inicial em ingerir presas com certos
padroes de cores. Assim, a rejeicdo das larvas de Methona themisto pelos lagartos
Tropidurus itambere talvez tenha ocorrido devido as experiéncias prévias desses
individuos, que foram coletados ja na fase adulta ou ainda devido a caracteristica inata de
evitar presas de colorac@o vistosa. Esses lagartos sdo comuns em &reas urbanas, assim
como a Methona themisto, e por isso sdo bons modelos de predadores devido ao seu habito

insetivoro.
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Os pintinhos, entretanto, apresentaram diferentes respostas para os diferentes
instares larvais. Testes estatisticos confirmaram que a respostas dos pintinhos em rela¢ao
as larvas era dependente de seu estigio larval, sendo as larvas de 1° {instar
significativamente mais predadas do que as de 3° e 5°. E provdvel que haja entdo um
incremento na impalatabilidade da larva no decorrer de seu desenvolvimento sobre sua
planta-hospedeira, como demonstrou o teste com este predador generalista. Esses dados
confirmam o que as andlises de sobrevivéncia j4 indicavam: que hd uma maior mortalidade
para os primeiros estdgios de desenvolvimento. Pode se verificar que além do aumento da
rejeicdo ao longo do desenvolvimento larval, hd também o aumento da conspicuidade da
larva. Com a aparente baixa concentragdo de defesas quimicas nas larvas de 1° instar,
associada a uma colorac¢do relativamente criptica, parece plausivel que larvas tdo pequenas
e frageis dificilmente sobrevivam a um primeiro contato com o predador. Para as larvas
maiores, a partir do 3° instar, quando a colora¢do da larva se torna evidente, a associacao da
cor com o gosto desagraddvel, parece atuar como uma boa estratégia de defesa, ja que

z.

agora as larvas sobrevivem com até 100% de sucesso (larvas de 5° instar).

Os testes de aprendizagem dos pintinhos demonstraram que as respostas dadas por
esses predadores eram dependentes do nimero de contatos com a presa conspicua, ou seja,
que bastam poucos contatos com a presa impalatdvel para se obter uma resposta de rejei¢ao
visual. Ja no terceiro contato com as larvas vivas, todos os pintinhos passaram a evita-las.
Alguns pintinhos, desde o primeiro contato, ja se mostravam perturbados com a presenca
da larva de Methona themisto. Esse comportamento se intensificou a cada contato com a
presa. Entretanto, ingeriam o controle palatdvel instantaneamente. Outros trabalhos ja
mostraram que aves predadoras relutam em provar presas coloridas, mesmo se elas nunca

tiveram oportunidade em aprender que aquelas presas sdo téxicas (Coppinger, 1969; Morrel
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& Turner, 1970; Schuler & Hesse, 1985). A relutancia inicial em aceitar presas com
coloracdo vistosa auxilia também a compreensdo da maior aceitagdo das larvas de 1° instar

do experimento anterior.

Alguns modelos tedricos foram propostos para explicar a manutencdo da
conspicuidade em presas impalatdveis ou toxicas. Harvey et al. (1982) propuseram um
modelo onde a coloracdo aposemdtica poderd evoluir pelo aumento da taxa de detecc¢do
enquanto ela favorecer o aprendizado rapido para evitar presas desagraddveis. O modelo de
Arnold (1978) prediz que € melhor o aprendizado do que a rejei¢cdo inata. Os experimentos
de Guilford (1985) sugeriram que a coloracdo de alerta deve ser conspicua para reduzir
erros de reconhecimento por predadores experientes através de um efetivo aumento na
distancia de deteccdo. Roper e Redston (1987) provaram que a conspicuidade afeta

diretamente tanto a forca do aprendizado inicial como a duracio dele na memoria das aves.

Tais fatos apontaram ainda outra questao: se apenas o padrdo de cores das larvas de
Methona themisto estaria sinalizando ao predador que aquela presa possui caracteristicas
desagraddveis. Outros trabalhos jd haviam confirmado a fun¢do aposemadtica de diversas
cores (vermelho, laranja, amarelo e branco) associada ao preto (Poulton, 1980; Cott, 1940;
Lindstrom, 2001) e do laranja isoladamente (Ritland, 1998). Assim, o emprego de uma
larva palatavel pintada na coloracdo semelhante a da Methona themisto (listras transversais
laranjas e pretas) indicou que apenas pintinhos experientes sdo capazes de relacionar a cor
com o gosto desagraddvel, rejeitando assim uma presa palatdvel. A influéncia da tinta foi
descartada devido a uninime aceitacdo da larva teste pintada na coloracdo criptica
(marrom). Os pintinhos ingénuos, frente as larvas pintadas de preto e laranja, ndo reagiram
como aqueles que tiveram contato com as larvas vivas de Methona themisto pela primeira

vez. Esses pintinhos nfo ficaram perturbados ao vé-las e as ingeriram rapidamente. A
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coloragdo, apesar de auxiliar o reconhecimento de presas desagradiveis, pode ndo ser a
Unica caracteristica atuando nesse sentido. Talvez a associacdo da colora¢do com odores
das larvas de Methona themisto ajudem a sinalizar sua impalatabilidade. Roper e Marples
(1997) mostraram que alguns odores poderiam estar associados com rejei¢ao por gostos
desagraddveis, contudo outros ndo. Exnerovd et al. (2006) verificaram que os pdssaros
testados por eles ndo foram capazes de discriminar as presas a partir de seus odores.
Nossos experimentos evidenciam que as respostas dos pintinhos as larvas pintadas eram
dependentes de sua coloracdo, quando estes possuiam experiéncia com presas

desagradaveis com o mesmo padrio de cores.

Embora o fato dos extratos da planta hospedeira nio apresentarem atividade
bioldgica no campo e nem contra os pintinhos sugerirem que as defesas quimicas existentes
nas larvas de Methona themisto ndo derivem do seqiiestro de compostos das plantas,
devemos ressaltar que os compostos responsdveis pela protecdo quimica da larva de
Methona themisto ndo foram caracterizados, sendo que eles deviam se encontrar em baixas

quantidades nas concentracdes testadas da planta hospedeira.

Os resultados dos ensaios com os extratos das larvas e pintinhos fortalecem a
hipétese de que predadores vertebrados sdo mais sensiveis as defesas quimicas de Methona
themisto. A comparagdo da predacdo das larvas palatdveis pintadas com extratos aquosos e
diclorometanicos (nas concentragdes equivalentes a 1 e a 5 larvas de Methona themisto) e
larvas-controle, mostrou que o extrato diclorometdnico a 5 equivalentes foi
significativamente menos predado do que os outros, sugerindo que 0s compostos
defensivos de Methona themisto encontram-se nessa fase do extrato. Os ensaios com
extratos alcaloidais comprovam que os compostos responsiveis pela rejeicdo nio sio

alcaloides, ja que o extrato neutro, que € similar ao extrato diclorometanico, foi o que
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apresentou menor porcentagem de predacdo. A identificacdo dos compostos ativos nesse

extrato devera ser investigada no futuro.

Dessa forma, esses dados apontam a presenca de defesas quimicas em Methona
themisto, contudo com acdo e eficicia diferencial para os diferentes tipos de predadores
vertebrados e invertebrados testados, sendo mais eficientes contra predadores vertebrados

visualmente orientados.
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6. CONCLUSAO
Pode-se concluir, a partir dos resultados obtidos, que as larvas de Methona themisto
possuem uma defesa quimica eficaz principalmente contra predadores vertebrados
visualmente orientados e que os compostos responsaveis por essa defesa encontram-se na

fracdo diclorometanica (apolar) dos extratos obtidos das larvas.
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Apéndice

Figura 1. Estdgios larvais de Merhona themisto. A. ovo; B. larva de 1° instar; C. larva

de 3% instar e D. larva de 5° instar.
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Figura 2. Brunfelsia uniflora
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Figura 3. Alguns compostos encontrados em Brunfelsia uniflora. A. Brunfelsamidina; B.
Escopoletina e C. Calistegina As.



Figura 4. Acompanhamento da sobrevivéncia de Methona themisto em plantas

protegidas e desprotegidas de predadores.
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Figura 5. Curva de sobrevivéncia de Methona themisto em plantas protegidas contra
predadores, em mata secunddria e ambiente urbano. Lx = ny/n; (propor¢ao entre nimero de

individuos no estagio x e o nimero de individuos no estagio inicial).
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Figura 6. Curva de sobrevivéncia de Methona themisto em plantas desprotegidas contra

predadores, em mata secundéria e ambiente urbano. Lx = ny/n; (propor¢@o entre niimero de

individuos no estdgio x e o nimero de individuos no estgio inicial).
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Figura 7. Curva de sobrevivéncia de Methona themisto em mata secundaria. Lx = ny/n;
(proporcao entre numero de individuos no estagio x e o nimero de individuos no estigio

inicial).
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Figura 8. Curva de sobrevivéncia de Methona themisto em ambiente urbano. Lx = ny/n;
(proporcao entre numero de individuos no estagio x e o nimero de individuos no estigio

inicial).



Figura 9. Acompanhamento da sobrevivéncia de Methona themisto A. Pupa predada
por formigas. Bioensaios de predacdo com larvas de Methona themisto vivas B.
Camponotus crassus; C. Lycosa erythrognatha; D. Oxyopsis saussurei; E. Gallus

gallus; F. Tropidurus itambere
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Figura 10. Tempo de manipulacdo e porcentagem de predacdo das larvas de Methona

themisto por Oxyopsis saussurei em dois dias ndo consecutivos.
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Figura 11. Comportamento de Gallus gallus em relacdo a diferentes instares larvais de

Methona themisto. Branco: bicado e predado; Listrado: bicado e rejeitado; preto: nio

bicado.
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Figura 12. Bioensaio em campo com extratos aplicados em larvas palataveis de Tenebrio

molitor.A. Larvas presas as folhas e B. Larva predada.
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Figura 13. Predacdo por Gallus gallus em larvas de Tenebrio molitor tratadas com extratos

de Methona themisto. Letras diferentes mostram diferenca significativa (P < 0.05).
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Figura 14. Predacdo por Gallus gallus em larvas de Tenebrio molitor tratadas com
extratos de Methona themisto. Bioensaios com extratos provenientes da extracdo de

alcaldides. Letras diferentes mostram diferenca significativa (P < 0.05).
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Figura 15. Comportamento de Gallus gallus em relacdo ao 3° instar larval de Methona
themisto, as quais foram apresentadas em dias seqiienciais. Listrado: bicado e rejeitado;

preto: ndo bicado.
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Figura 16. Comportamento de Gallus gallus em relacdo ao 5° instar larval de Methona

themisto, as quais foram apresentadas em dias seqilenciais. Listrado: bicado e rejeitado;

preto: ndo bicado.



Figura 17. Larvas de Tenebrio molitor: sem pintura, pintada de marrom (criptica) e

pintada no padrdo de cores das larvas de Methona themisto.
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Figura 18. Comportamento de Gallus gallus que rejeitaram anteriormente larvas de
Methona themisto, em relagdo a larvas Tenebrio molitor pintadas com diferentes padrdes de

cores. Branco: bicado e ingerido; preto: ndo bicado.



