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APRESENTACAO

A presente dissertacdo de mestrado esta divida em dois capitulos:

CAPITULO I. ANALISE DAS GLANDULAS PROSTERNAIS DA LARVA DE
Heliconius erato phylis Fabricius, 1775 (LEPIDOPTERA: NYMPHALIDAE:
HELICONNINAE).

CAPITULO II. ANALISE DAS GLANDULAS ODORIFICAS ABDOMINAIS DO
ADULTO DE Heliconius erato phylis Fabricius, 1775 (LEPIDOPTERA:
NYMPHALIDAE: HELICONIINAE).
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ANALISE DAS GLANDULAS PROSTERNAIS DA LARVA E DAS GLANDULAS
ODORIFICAS ABDOMINAIS DO ADULTO DE Heliconius erato phylis Fabricius,
1775 (LEPIDOPTERA: NYMPHALIDAE: HELICONIINAE): ADAPTACOES
EVOLUTIVAS COM BASE NA ECOLOGIA QUIMICA.

RESUMO

Esta pesquisa tem como objetivo geral analisar as glandulas prosternais da larva e
as glandulas odorificas abdominais do adulto de Heliconius erato phyllis com base
na ecologia quimica. As glandulas prosternais da larva, sugeridas como glandulas
de defesa, séo internas e associadas a um saco conico tegumentar, que aparece em
glandulas de larvas de outros lepidopteros, para estas foi adotada a denominacao de
glandula adenosma ou jugular. As glandulas prosternais sao formadas por dois tipos
glandulares, a glandula impar, formada por uma unidade glandular e as glandulas
pareadas, formadas por duas unidades glandulares. As glandulas odorificas
abdominais dos adultos de H. erato phyllis estdo associadas originalmente a funcao
de defesa e a producédo e transferéncia de antiafrodisiaco. Estéo localizadas nas
valvas do macho que transfere seu “bouquet” odorifico durante a cépula, para a
glandula abdominal dorsal amarela ou alaranjada presente na fémea. Como
metodologia de procedimentos analiticos, adotou-se a extragdo por solvente e a
aeracdo para extracdo de possiveis volateis, e como metodologia de analises
guimicas adotou-se a cromatografia gasosa e a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. A metodologia de analise da bioatividade dos compostos
deu-se através de bioensaios comportamentais e eletroantenografia. Os resultados
dessa investigacdo, associados a teoria pertinente, possibilitaram o diagndstico
acerca da possivel composicdo quimica da secrecdo das glandulas prosternais e
funcdo das glandulas prosternais pareadas da larva, e da possivel composicdo
guimica da secrecao e funcdo das glandulas odorificas abdominais do adulto. Entre
outros aspectos, as possiveis fun¢des das glandulas aqui evidenciadas representam
para os possuidores de tais fenétipos, dispersos entre diferentes espécies, possiveis
adaptacdes evolutivas, que podem contribuir para um maior sucesso adaptativo,
observado em lepiddpteros neotropicais do género Heliconius Kluk, 1780.

Palavras-chave: Antiafrodisiaco. Borboletas. Defesa larval. Feromonio.
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ANALYSIS OF THE PROSTERNAL GLANDS OF THE LARVA AND OF THE
ABDOMINAL SCENT GLANDS OF ADULT OF Heliconius erato phyllis Fabricius,
1775 (LEPIDOPTERA: NYMPHALIDAE: HELICONIINAE): EVOLUTIONARY
ADAPTATIONS BASED ON CHEMICAL ECOLOGY.

ABSTRACT

The main objective of this research was to analyze the prosternal glands of the larva
and the abdominal scent glands of the adult of Heliconius erato phyllis based on the
chemical ecology. The prosternal glands of the larva, suggested as defense glands,
are internal and associated with a conic integumentary sac, that appears in the
glands of larvae of other Lepidoptera, was adopted for these the name of adenosma
or jugular gland. The prosternal glands are formed by two types glandular, the impair
gland, formed by a glandular unit, and the paired glands, formed by two glandular
units. The Heliconiinae scent abdominal glands of the adult are originally associated
to the function of defense and production and transfer of antiaphrodisiac. The
antiaphrodisiac is produced by glands located in the valves of the male and
transferred during copulation, to the yellow or orange dorsal abdominal gland present
in the female. As methodology of analytical procedures were adopted the extraction
with solvent and aeration for to extract volatile possible and, as chemical analysis
method were adopted the gas chromatography and the gas chromatography
associated to mass spectrometry. The methodology of analyze of the bioactivity of
the compounds was made through behavioral bioassays and electroantennograms.
The results of this research, linked to relevant theory, allowed the diagnosis about
the possible chemical composition of the secretion and function of the prosternal
paired glands of the larva and possible chemical composition of the secretion and
function of abdominal scent glands of adult. Among other things, the possible
functions of the glands demonstrated here represent for the owners of such
phenotypes, scattered among different species, possible evolutionary adaptations
that can promote a greater adaptive success, observed in Neotropical Lepidoptera of
the genus Heliconius Kluk, 1780.

Keywords: Antiaphrodisiac. Butterflies. Defense larval. Pheromone.
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INTRODUGCAO GERAL

A ecologia quimica estuda o comportamento e as relacées entre os seres
vivos a partir de interacdes quimicas. As substancias quimicas empregadas na
comunicacdo entre espécies diferentes (interespecificas) sdo denominadas de
aleloguimicos e sao divididos em aloménios (favorecem a espécie emissora),
cairomonios (favorecem a espécie receptora) e sinomoénios (ambas sao favorecidas).
Os alomobnios geralmente sdo compostos utilizados para a defesa da espécie,
enguanto os cairomonios sdo as substancias produzidas por uma presa e que sdo
percebidas pelo predador. As substancias excretadas por organismos Vvivos e
detectadas por outros individuos da mesma espécie, produzindo mudancas de
comportamento especificas sdo conhecidas como feromoénios (pherein=
transferéncia + hormon=excitar). Estes atuam na comunicacéo intraespecifica (entre
membros de uma mesma espécie), sdo exemplos os feromobnios sexuais (provocam
a atracdo entre macho e fémea), os feroménios de alarme, produzem estado de
alerta pela aproximacdo de algum predador natural e os feroménios de trilha e
oviposicdo demarcam, respectivamente, o caminho até uma fonte de alimento e o
local onde os ovos foram depositados. Estas substancias quimicas utilizadas para a
comunicacdo (alombnios, cairoménios, feroménios, etc.) sdo denominadas
genericamente por semioquimicos (semion = marca ou sinal) (FERREIRA & ZARBIN
1998). A coleta dos semioquimicos se dé& através de, basicamente, dois métodos: a
aeracdo que consiste da coleta de volateis, e a extracdo por solvente feita
diretamente da glandula. As analises sdo realizadas através de técnicas fisico-
guimicas principalmente da espectrometria de massas e da cromatografia gasosa,
0s compostos biologicamente ativos sdo determinados através da cromatografia
gasosa acoplada a um detector eletroantenografico. Os testes comportamentais, ou
bioensaios identificam qual o tipo de resposta do inseto diante do semioquimico
sintético, assim elucidando qual a funcdo do composto no processo de comunicagao
dos insetos (ZARBIN et al. 1998).

Lepidopteros do género Heliconius Kluk, 1780 formam um dos grupos mais

bem sucedido de borboletas neotropicais; apresentam varias adaptacdes evolutivas
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como o mimetismo Miulleriano (TURNER 1981), a impalatabilidade, a especificidade
de planta hospedeira, eventos vantajosos de acasalamento, como a ocorréncia de
copula logo apos a emergéncia da fémea (TURNER 1981, GILBERT 1976,
DEINERT 2003, KLEIN & ARAUJO 2010), o fornecimento de presente nupcial como
espermatéforos maiores e mais nutritivos que podem proteger quimicamente os
ovos e fémeas (CARDOSO et al. 2009), dentre outras. O conhecimento da
morfologia interna e externa de suas larvas e adultos, embora incipiente, adiciona
possiveis novos caracteres, antes ndo conhecidos, a este conjunto de adaptacdes.
Dentre estes caracteres encontram-se alguns relacionados com glandulas exdcrinas

cuja morfologia e fisiologia sdo desconhecidas.

Os heliconineos sdo conhecidos biologicamente, por sua estreita associacao
com plantas da familia Passifloraceae na regido Neotropical. As passifloraceas
fornecem local para oviposicao, fonte de alimentagao para larvas, e para a aquisicao
de composicdo quimica diferenciada (revistas por BENSON et al. 1976, BROWN
1981, GILBERT 1991). A oviposicdo ocorre na regido apical (meristema, primordios
foliares e primeira folha fechada) dos ramos. Esta oviposi¢cdo exclusiva sugere uma
coevolucdo entre as plantas hospedeiras e os heliconineos (BENSON et al. 1976).
Amplamente distribuidas pelo Brasil as espécies de passifloraceas variam de acordo
com a regido, sub-regido e provincia biogeografica (MOREIRA et al. 2011). Na
regido de Curitiba, especificamente nas areas remanescentes da Mata Atlantica,
dentre outras espécies, sao observadas Passiflora actinia Hooker, 1943 e Passiflora
edulis Sims, 1818.

Heliconius erato phylis Fabricius, 1775, (Lepidoptera: Nymphalidae:
Heliconiinae) € uma das 29 subespécies de Heliconius erato Linnaeus, 1758,
espécie mais variavel do género Heliconius. Os adultos da subespécie possuem
amplo espectro visual e cérebro avantajado (SWIHART & SWIHART 1970), um
comportamento apurado, como a capacidade de aprendizado e nocéo de localizacao
espacial relacionada com a habilidade na escolha de sitios de oviposicdo e
alimentacédo (GILBERT 1975), possuem uma alimentacdo, em popula¢des naturais,
formada por néctar e pélen (GILBERT 1972), sendo que esta dieta tem influéncia na
longevidade, fecundidade e na fertilidade dos ovos (DUNLAP-PIANKA et al. 1977),
entre outras caracteristicas. A subespécie apresenta ampla distribuicdo na América

do Sul, com ocorréncias desde o nordeste até o sul do Brasil, Bolivia, nordeste da
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Argentina, Uruguai (KAMINSKI et al. 2002), e Paraguai (HOLZINGER &
HOLZINGER 1994). Esta presente em matas perturbadas ou abertas, e em clareiras
em matas densas (BROWN 1992), locais onde existam passifloraceas e espécies
plantas com flores psicofilas (CORREA et al. 2001), para o fornecimento de néctar e

poélen.

Os adultos, pupas, e larvas de H. erato phyllis, possuem glicosideos
cianogénicos em seus tecidos, que o0s tornam impalatdveis a vertebrados
predadores. Fato que Ihes determina um alto grau de toxidade, funcionando como
um mecanismo antipredador. O adulto produz tais substancias a partir de
aminoéacidos (aa) precursores (NAHRSTEDT & DAVIS 1983, SPENCER 1988), e
estes aa podem ser oriundos do pdlen ingerido pelos adultos (GILBERT 1991); ou
ainda, sequestrados ou modificados a partir das plantas hospedeiras, ou,
alternativamente, sintetizados pelas larvas (BORGES et al. 2010).

Através de parametros morfométricos como a largura da capsula cefalica e
morfolégicos como padrdo de coloracdo e distribuicdo e forma das cerdas, séo
identificados cinco instares larvais na subespécie (KAMINSKI et al. 2002). Sao cinco
as ecdises da larva, sendo que em cada uma delas a larva fica praticamente imével
e nado se alimenta. A muda ocorre no inicio da tarde e pode ser identificado pelo
torax arqueado dorsalmente e a cabeca voltada para baixo. A cuticula dorsal entre o
protérax e a capsula cefélica torna-se enormemente distendida e surge uma banda
palida por baixo dessa regido. Na manhd@ seguinte, a cabeca € curvada
gradualmente para tras e a cuticula entre a capsula cefélica antiga e a regido ventral
do primeiro segmento toracico se fende. A capsula cefélica antiga se desprende
gradualmente e o corpo emerge através da fenda por pressédo hidrostatica interna.
Em contato com o ar a nova cuticula se expande e juntamente com a capsula
cefélica se enrijece. Apos algumas horas a larva retoma a alimentacdo. As pupas
medem em média 33,5 mm de comprimento do qual emerge o adulto dentro de 7 a
11 dias, apés o empupamento (FERRO 1998). Em larvas de H. erato phyllis,
observa-se a ocorréncia de canibalismo, e em trabalho recente de De Nardin e
Araujo (2011), a ndo predacéo de ovos por larvas aparentadas. O conhecimento da
existéncia deste comportamento entre as larvas de H. erato phyllis determina que,
guando criadas em insetario, devam ser separadas assim que eclodem, nas

primeiras horas da manhd e, criadas em separado (FERRO 1998). O
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comportamento territorial da larva de H. erato phyllis pode estar relacionado com a
competicdo, definida como a disputa entre dois ou mais individuos, ou grupo de
individuos, por um recurso limitante, sendo o mais importante a disponibilidade de
alimento (LOPES & DE MARCO 2000).

O adulto de H. erato phyllis apresenta nas asas anteriores, a cor preta de
fundo, com uma faixa vermelha, mais espessa na borda distal como uma figura em
forma de dente longo na direcdo da margem externa, asas posteriores com area
amarela transversal, abaixo da qual se encontram pontos vermelhos e manchas
amarelas marginais (HOLZINGER & HOLZINGER 1994); os pontos vermelhos com
variacdo sazonal desde um até sete, considerados como polifenismo numeérico em
estudo realizado em diferentes regides do estado de Sdo Paulo (RAMOS &
FREITAS 1999).

Sé&o conhecidas 56 espécies de angiospermas cujas flores sédo utilizadas
como fonte de alimentacdo, por polen e néctar, dos adultos de H. erato phyllis no
Brasil. Dentre estas plantas, em estudo de Corréa et al. (2001), em 23 espécies
identificadas do Rio Grande do Sul, ha predominancia de ervas, com distribuicdo de
flores com inflorescéncias, com ampla variacdo com relacdo as cores e formas,
prevalecendo as tubiformes, como o tipo floral de Lantana camara Linnaeus, 1753;
tipo calcaradas, como em Impatiens walleriana Hook, ou ainda providas de camara
para acumulo de néctar, como em Asclepias curassavica Linnaeus. E, mesmo com a
grande plasticidade ecoldgica quanto a variacdo dos recursos alimentares utilizados
pelos adultos de H. erato phyllis, estes respondem rapidamente tanto em escala
temporal quanto espacial (CORREA et al. 2001, RAMOS & FREITAS 1999,
ROMANOWSKI et al. 1985).

Larvas, pupas e adultos de lepidopteros sdo predados por diferentes taxa
animais. Dentre os predadores mais importantes encontram-se as aves, morcegos, e
provavelmente outros pequenos mamiferos; também sdo predadores: varios répteis,
formigas (Hymenoptera: Formicidae), aracnideos, a espécie humana (SCOBLE
1995), entre outros. Cita Kaminski et al. (2009) que de 59 estudos compilados por
Rico-Gray e Oliveira (2007) abordando o efeito de formigas sobre plantas com
nectarios extraflorais, 25 envolvem efeitos negativos das formigas sobre

lepidopteros, que podem ser amplificados pelo efeito de interagdes indiretas com
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outros herbivoros (FUKUI 2001, OLIVEIRA & DEL-CLARO 2005, ANDO &
OHGUSHI 2008). Juntamente com 0s passaros, as formigas sao consideradas os
principais predadores de larvas de lepidopteros (SCOBLE 1995, SALAZAR &
WHITMAN 2001). E é durante o estabelecimento da larva sobre a planta hospedeira
gue se da o efeito predatério das formigas, e que ocorre exclusivamente nos
imaturos (SMILEY 1985, MEGA & ARAUJO 2008). Sendo um dos maiores
problemas para a sobrevivéncia das larvas de lepiddpteros, € uma das principais
causas de mortalidade (SALAZAR & WHITMAN 2001, GENTRY & 2002), que foi
indicado através de estudos experimentais envolvendo a exclusdo de formigas; onde
houve uma maior mortalidade larval em plantas visitadas por formigas do que em
plantas sem formigas (SATO & HIGASHI 1987, FREITAS & OLIVEIRA 1996, DUTRA
et al. 2006). As formigas sdo abundantes sobre a vegetacdo, onde atuam como
herbivoros e competem pelas fontes de alimentos renovaveis que podem
potencializar a sua visitagcéo (revisado por RICO-GRAY & OLIVEIRA 2007). Apesar
dos recursos fornecidos pelas plantas constituirem o principal item alimentar de
muitas formigas arboricolas, muitas espécies podem também se comportar como
predadoras oportunistas (FLOREN & LINSENMAIR 2002, DAVIDSON et al. 2003),
ou mesmo com alto grau de especializacdo (MORAIS 1994). Considerando essa
dominancia sobre a folhagem, é razoavel pensar que as formigas devam exercer um

forte impacto sobre a biologia de insetos herbivoros.

As passifloraceas possuem nectarios extraflorais, nos peciolos, margens e
superficies, bracteas e estipulas das folhas e a sua presenca sugere interacdes
ecologicas entre animais e plantas; e varias espécies de formigas estdo associadas
as passiflordceas (DEL VAL & DIRZO 2004). Sendo estas plantas hospedeiras para
as larvas de H. erato phyllis, estas formigas predam seus ovos e larvas (GILBERT
1975, SMILEY 1985, 1986).

Diferentes espécies de formigas como Ectatomma ruidum Roger, 1860, E.
tuberculatum Olivier, 1791, e géneros como Crematogaster Lund, 1831, Pheidole
Westwood, 1841, Solenopsis Westwood, 1840, Pseudomyrmex Lund, 1831,
Brachymyrmex Mayr, 1868, Camponotus Mayr, 1861, Paratrechina Latreille, 1802 e
Tapinoma Fdrster, 1850, sdo encontradas nos ramos de passifloraceas (DEL VAL &
DIRZO 2004). As caracteristicas ecoldgicas e habitos comportamentais da espécie
Tapinoma melanocephalum Fabricius, 1793, fizeram desta espécie de formiga um
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modelo ideal para estudar comportamento defensivo e adaptacées em larvas de H.
erato phyllis. Esta espécie é uma praga comum em edificacBes urbanas, tais como
residéncias, hospitais e laboratérios (FOWLER et al. 1993, DE ZARZUELA et al.
2007), em que podem, potencialmente, atuar como vetores de microrganismos ou
mesmo como predadores em laboratoérios de criacdo de insetos (TAMSITT & FOX
1966, MOREIRA et al. 2005). Popularmente conhecida como "ghost-ant”, T.
melanocephalum é altamente adaptada para um grande nimero de habitats devido
a sua alta tolerancia a variacdes de temperatura e umidade (APPEL et al. 2004) e é
conhecida por ser uma das espécies mais difundidas de formigas do mundo
(WETTERER 2009). Apresenta habito alimentar muito generalista, que varia de
fontes de alimentos acucarados a espécies mortas ou vivas de artropodes
(OSBORNE et al. 1995, SCHEURER & LIEBIG 1998).



CAPITULO I. ANALISE DAS GLANDULAS PROSTERNAIS DA LARVA DE
Heliconius erato phylis Fabricius, 1775 (LEPIDOPTERA: NYMPHALIDAE:
HELICONIINAE)




RESUMO

Capitulo I. As glandulas prosternais foram primeiramente descritas em larvas de
Heliconius erato phyllis e, sdo formadas por dois tipos glandulares, a glandula impar,
formada por uma unidade glandular e as glandulas pareadas, formadas por duas
unidades glandulares. O objetivo geral deste estudo foi analisar a existéncia de
eventuais secregdes nas glandulas prosternais e verificar o modo de acdo destas
secrecoes. A metodologia de analises quimicas abrangeu a extracdo por solvente e
aeracdo e, analise em cromatografia gasosa e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Os resultados obtidos revelaram que nao produzem
volateis, mas um conjunto de compostos complexos que possivelmente podem
resultar em Oleo, acucares, e fibras. Foram realizados bioensaios com ataques
simulados e naturais. Os bioensaios revelaram que as glandulas pareadas
produzem secrecdo de defesa utilizada juntamente com a seda produzida pelas
glandulas labiais em estratégia de defesa descrita pela primeira vez, contra
formigas. A estratégia consiste em enrolar a formiga com fios de seda, conduzir o
conjunto para a porcao final do corpo, com o auxilio das pernas e larvopodos e
possivelmente fixa-lo em lugar préximo.

ABSTRACT

Chapter I. The prosternal glands were first described for Heliconius erato phyllis
larvae and, are formed by two types glandular, the impair gland, formed by a
glandular unit, and the paired glands, formed by two glandular units. The main goal
of this study was to analyze the existence of any secretions from the prosternal
glands, and check the action mode of these secretions. The methodology used for
chemical analysis of the prosternal glands included the solvent extraction and
aeration and, analysis in gas chromatography and gas chromatography-mass
spectrometry. The results show that the prosternal glands do not produce volatiles,
but a complex group of compounds that could possibly result in oils, sugars, and
fibers. Experiments were conducted with simulated attacks and natural. Bioassays
revealed that the paired glands produce secretion of defense together with silk
produced by labials glands as a defense strategy described for the first time, against
ants. The strategy consists in wrapping the ant with silk thread, the entire whole
moved to the end of the body, with the aid of the legs and prolegs and possibly fixing
it in next place.
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1 INTRODUCAO

1.1 Adaptacéo defensiva

O comportamento de defesa corresponde a uma adaptacao evolutiva, esta é
definida como um processo, que envolve uma mudanca genética, criacdo de um
novo carater fenotipico, e uma maior aptidao genética do individuo que possui este
carater (BARROWS 2000). Lepidopteros apresentam mimetismo, camuflagem,
aposematismo, o disfarce em objetos ndo comestiveis (SCOBLE 1995), entre outros.

Segundo Kaminski et al. (2009), devido ao fato de se alimentarem de
espécies de plantas visitadas por formigas, as larvas de lepidépteros desenvolveram
uma série de defesas. Estas possiveis estratégias das larvas contra predadores
foram foco de uma reviséo feita por Salazar e Whitman (2001), onde as referidas
defesas podem ser dividas em duas classes: defesas primarias que previnem o
encontro entre predador e larva, e defesas secundarias que previnem o ataque apos
a deteccdo de um predador potencial pela larva (GROSS 1993). Sdo exemplos de
defesas primarias: a construcdo de abrigos e de pontes, que servem de barreira
mecanica e que diminuem a probabilidade de encontro da larva com a formiga,
respectivamente; cita-se ainda o mimetismo Mdulleriano (WILLMOTT et al. 2011) e
Batesiano, a camuflagem (SCOBLE 1995, EDMUNDS 1974), o aposematismo e a
chamada camuflagem quimica, que tornam as larvas indetectaveis pelas formigas
devido a sua semelhanca quimica com o substrato (PORTUGAL & TRIGO 2005), e o
disfarce em objetos ndo comestiveis. Como defesas secundarias: morder o predador
potencial, debater-se, regurgitar, e /ou atirar-se da folha e permanecer pendurada
por um fio de seda e as especializagfes epidérmicas relacionadas a defesa. Estas
ultimas variando desde simples cerdas a estruturas mais complexas em forma de
espinho (escolos), ou até mesmo glandulas especializadas que secretam
substancias nocivas aos seus potenciais predadores e parasitoides (SALAZAR &
WHITMAN 2001, STEHR 1987), assim como substancias aliciadoras aos seus
possiveis predadores (DE VRIES 1991, MONTEIRO 2000, HALL et al. 2004,
KAMINSKI 2008a, 2008b).
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1.1.2 Glandulas ex6crinas da larva

Vegliante e Hasenfuss (2011), em trabalho de revisdo sobre morfologia e
diversidade de glandulas exdcrinas em larvas de lepiddpteros, relatam a existéncia
de 21 tipos glandulares e de 13 estruturas supostamente exdcrinas. Dentre os tipos
glandulares abrangidos, sdo relatadas provaveis estrutura e funcdo das glandulas
mandibulares, labiais (de seda), de Verson, osmeterium, 6érgdos mimercofilos,
glandulas de cera, de feroménio de trilha, cianogénicas, epicranial, e cerdas
glandulares nos escolos de veneno. Dentre estas estdo relacionadas com a defesa,
as glandulas mandibulares, com a producéo de secrecao defensiva contra formigas
e fungos patogénicos (algumas larvas de lepidépteros); as glandulas de Verson, que
liberam sua secrecdo diante disturbio (s) (maioria das larvas; diferenciadas em
Lymantriinae); o osmeterium, que produz a secrecdo em resposta a perturbacao
mecanica ou espontaneamente, repelindo formigas (Papilionidae); os orgéos
mimercéfilos, que secretam fluidos nutritivos, que sdo avidamente consumidos por
formigas que em troca protegem as larvas (Lycaenidae e Riodinidae); as glandulas
cianogénicas, com um par de protuberancias em cujo apice pode-se encontrar
secrecdo defensiva (Thyrididae); a glandula epicranial, que quando o animal é
perturbado, emitem uma gota de secrecdo a partir de um poro localizado no
epicranio gue repele formigas e vespas parasitas (larvas de algumas espécies de
Morpho Fabricius, 1807); as cerdas glandulares dos escolos venenosos (maioria das
larvas urticantes; incluindo Megalopygidae); e a glandula adenosma ou jugular, que
libera, por exemplo, secrecdo (Notodontidae) ou volateis (Nymphalidae), contra
predadores (presente em Yponomeutidae, Noctuoidea, Hesperiidae, e
Papilionoidea). Craig (1997) relaciona a seda produzida pelas glandulas labiais da

larva de lepidépteros com a funcéo de protecao e defesa.
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1.1.2.1 A glandula adenosma ou jugular

A nomenclatura, adenosma ou jugular foi adotada para a (s) glandula (s)
localizada (s) no prosterno da larva de Lepidoptera de todas as espécies citadas,
conforme definido em Vegliante e Hasenfuss (2011), excetuando-se a subspécie H.
erato phyllis, para a qual se adotou a denominagdo de glandulas prosternais
(BORGES et al. 2010).

A glandula presenta formas e designacdes variadas (adenosma, jugular,
glandula do pescogo, ventral, cervical, toracica, eversivel, protoracica ou protoracica
ventral), € comum em algumas familias de Lepidoptera, incluindo Nymphalidae
(PETERSON 1962, STEHR 1987, MILLER 1991), apresenta uma distribuicdo
sistematica dispersa em alguns Yponomeutidae, Noctuoidea (Notodontidae,
Noctuidae), Hesperiidae e Papilionoidea (Nymphalidae, Pieridae) (PETERSON 1962,
MILLER 1991, BOURGOGNE 1951, DEVRIES & MARTINEZ 1993). Apresenta-se
como uma estrutura tubular-saculiforme, que se abre ventralmente em T1 (protérax),
anterior as pernas e sugere-se, com isto, que nem todas as glandulas descritas
possam ser homélogas (VEGLIANTE & HASENFUSS 2011), e que novos estudos e
comparacdes devam ser realizados (BORGES et al. 2010).

Particularmente em Yponomeutidae, a glandula ndo é eversivel e abre-se
sobre uma saliéncia movel cbnica da parede do corpo (POVEL & BECKERS 1982),
com um par de musculos inseridos proximo ao orificio (SCHAFFER 1889). Em
outras familias, apresenta-se como uma invaginacao da parede do corpo ao redor
do orificio, formando um vestibulo, que pode ser evertido por um aumento na
pressdo hidrostatica e retraida por seus pares de musculos originados na cabeca
e/ou em T1 (DETWILER 1922, MARTI & ROGERS 1988). Em alguns Noctuoidea e
Nymphalidae, ha insercdo de musculos extrinsecos na parte glandular (MARTI &
ROGERS 1988, KLEMENSIEWICZ 1883), o que pode ser ativamente evertida por
alguns Nymphalidae (FANFANI & DAZZINI 1989).
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1.1.2.1.1 Funcao e composic¢do quimica da secrecao

Para a maior parte dos Notodontidae, Nymphalidae, e possivelmente
Noctuidae (MARTI & ROGERS 1988), a glandula é usada para defesa; quando a
secrecao € langada contra o inimigo (DETWILER 1922, MARTI & ROGERS 1988,
KLEMENSIEWICZ 1883, FANFANI & DAZZINI 1989, PERCY & MACDONALD 1979,
OSBORN et al. 1999) ou evapora, difundindo volateis repelentes a formigas e em
muitos casos desagradaveis ao olfato humano (DEVRIES & MARTINEZ 1993,
OSBORN et al. 1999, OSBORN & JAFFE 1998). As larvas de Cerura vinula
Linnaeus, 1758 (Notodontidae), adicionam a secrecdo da glandula na seda de seus
casulos (BYERS & HINKS 1976). Alguns riodinideos usam-na para a comunica¢ao
simbiotica com formigas (DEVRIES et al. 2004, KAMINSKI 2008a). A glandula de
yponomeutideos ndo secreta feroménios de trilha (ROESSINGH 1990) e sua funcéo
é desconhecida.

A composicdo quimica da secrecdo € variada, formada por acidos
carboxilicos em nymphalideos (OSBORN & JAFFE 1998), por acido formico em
notodontideos e um noctuideo (MARTI & ROGERS 1988, NAKAMURA 1998), outras
sédo formadas por, alcoois e ésteres em um notodontideo (HALLBERG & POPPY
2003), ou hidrocarbonetos de cadeia simples e terpenos em um noctuideo
(SEVERSON et al. 1991).

1.1.2.1.2 A glandula adenosma ou jugular — Nymphalidae

Nas subfamilias Acraeinae e Brassolinae, a glandula exibe plasticidade
morfolégica e, possivelmente fisiolégica. Apresenta-se como uma projecao
vermelha, anterior as pernas protoracicas (terceiro, quarto e quinto instar) em
Caligopsis seleucida Hewitson, 1877 (Nymphalidae, Brassolinae) (FURTADO &
CAMPOS-NETO 2004). Para Actinote carycina Jordan, 1913 (Nymphalidade,
Acraeinae) corresponde a uma dobra no tegumento quando em repouso, em direcédo
as pecgas bucais, localizada ventralmente entre a cabeca e o primeiro par de pernas
(segundo instar, sem referéncia para o estagio anterior e posteriores) (PALUCH et
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al. 2001). Em Caligo teucer Linnaeus ,1758 (Nymphalidae, Brassolinae), mostra-se
como uma glandula eversivel de mesma coloracdo que a parte ventral do corpo,
entre as pernas protoracicas (primeiro instar, sem referéncia aos estagios
posteriores) (SOUZA et al. 2006).

Em Heliconiinae, de acordo com OSBORN e JAFFE (1998), foram feitas
analises quimicas da glandula da larva de quinto instar de Dione juno Cramer, 1779
e Abananote hylonome Doubleday, 1844, cujos resultados demonstraram a
existéncia de compostos defensivos como: &acido acético, acido linoleico e é&cido
palmitico. Ainda foram feitos bioensaios comportamentais com formigas e as larvas,
onde nado ficou comprovada a funcédo defensiva do extrato da glandula, devido,
possivelmente, ao extrato estar muito diluido. Os comportamentos padronizados
para identificar a repeléncia das formigas a compostos comerciais foram: (1)
Antenacdo: direcionamento das antenas das formigas em direcao a larva, mantendo
uma distancia maior de um milimetro. (2) Explorar: formigas tocam a larva com a
ponta de suas antenas e imediatamente se afastam. Foram ainda estabelecidos
padrbes para os comportamentos de: (3) Inspecéo: as formigas tocam a larva por
um periodo maior de um segundo. (4) Ataque: formigas mordem a larva com suas
mandibulas ou picam a larva, arrastando-a por toda a arena de forrageamento. (5)
Ignorar: as formigas ndo respondem a presenca da larva. (6) Circulando alarmadas:
formigas abrem suas mandibulas ou aumentam o abdome enquanto correm em
circulos irregulares em torno da area de forrageamento com um aumento acentuado
na velocidade de movimentos. (7) Tremendo alarmadas: formigas vibram
rapidamente com as suas mandibulas abertas. Elas podem estar fixas ou correndo
em circulos como para o comportamento seis. (8) Limpeza do par de antenas e do
primeiro par de pernas: formigas passam as antenas e primeiro par de pernas entre

as mandibulas.

1.1.2.2 As glandulas prosternais

Recentemente descritas as glandulas exdcrinas prosternais da larva de H.
erato phyllis, sdo de dois tipos, uma composta de um par de unidades elipsoides,

denominadas glandulas pareadas, associadas ao saco cOnico tegumentar que se
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projeta no protorax, permitindo a expulsdo da sua secrecdo através de ductos finos
gue se abrem em poros nas superficies laterais do saco. Este saco everte por
presséo hidrostatica interna. O outro tipo é formado por uma Unica bolsa secretora
na porcdo anterior do prosterno, denominada glandula impar, cuja secrecdo é
expelida diretamente pela cuticula, por meio de micro cisternas na superficie externa
das células glandulares e eliminada através de uma fenda transversal, acima do
limite superior do saco em forma de cone. As margens da fenda apresentam varias

cerdas, estas provavelmente funcionam como proprioceptoras.

A analise histoldgica das glandulas e da superficie da area em microscopia
de luz, microscopia eletrbnica de transmissdo e de varredura, demonstra que as
unidades glandulares das glandulas pareadas sdo constituidas por epitélio simples
colunar alto, e que a unidade da glandula impar € constituida por epitélio simples
colunar baixo. Nas glandulas pareadas a secrecdo € amorfa e aciddfila,
armazenadas na luz das unidades secretoras, enquanto na glandula impar é
amarelada e aparentemente solidificada, em pequenos fragmentos individuais, na
superficie cuticular das células glandulares, quando fixada em liquido de Dietrich e
preservada em etanol. Na microscopia eletrénica de varredura esta Ultima aparece
como pequenas quantidades de material pastoso que saem de muitas micro

cisternas que cobrem a superficie cuticular da célula secretora.

A funcdo das glandulas ainda ndo esta esclarecida, mas é sugerido que
esteja associada a defesa da larva. Observou-se uma atitude de defesa na larva
guando esta tem a parte frontal da cabeca tocada com os pelos de um pincel, esta
ergue o protérax e baixa rapidamente a cabeca até tocar nos pelos do pincel. Como
as glandulas prostenais estdo nesta regido ventral e anterior do protérax aventou-se
a possibilidade de estarem envolvidas na defesa da larva contra possiveis ataques
de predadores (BORGES et al. 2010).

As glandulas prosternais estdo associadas ao saco cdnico tegumentar,
estrutura esta que foi, possivelmente, determinante para as varias denominacdes
encontradas na literatura para designar uma ou mais glandulas localizadas no
prosterno (adenosma, jugular, etc.); mas, o saco em si ndo é uma unidade glandular.
Borges et al. (2011) sugerem que as glandulas prosternais sdo encontradas em
todos os estégios larvais de Heliconius e que necessitam de investigagdo sobre a

variacdo em relacdo as suas unidades glandulares e sobre o estabelecimento de
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homologias entre as familias de lepidépteros. Os autores propdem a denominagao
de glandulas prosternais devido a sua localizacdo, e argumentam serem
inconsistentes as outras terminologias aplicadas, pois estas se referem a funcdes e
estruturas que nao podem ser generalizadas (por exemplo: adenosma) e a partes
ndo especificas de localizagdo no corpo da larva (por exemplo: ventral, cervical,
protoracicas, pescoco). Assim, a denominacdo de glandulas prosternais, as
relaciona com o esterno do protorax (= prosterno), o local do corpo onde elas séo,
de fato, localizadas. Do mesmo modo, este termo ndo implica no numero ou na
forma das suas unidades de secretoras, nem na fun¢cdo e na natureza quimica da

sua secrecao.
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2 OBJETIVOS

2.1 O objetivo geral

Analisar a existéncia de eventuais secregdes nas glandulas prosternais:
glandula impar e glandulas pareadas, da larva de H. erato phyllis, e verificar o modo

de acao destas secrecoes.

2.2 Os objetivos especificos

- Extrair as glandulas prosternais (impar e pareadas) produtoras de secrecdo através
da dissecacéao de larvas;

- Extrair os possiveis compostos quimicos das unidades glandulares;

- Extrair eventuais volateis através de aeracoes;

- Detectar a composi¢ao quimica das unidades glandulares;

- Verificar o modo de agao destas glandulas na defesa contra predadores.
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3 METODOLOGIA

Apoés a construcdo de insetario, obtencdo e adaptacdo de fémeas para a
postura e obtencdo das larvas, iniciaram-se os procedimentos de dissecacdo das
glandulas pareadas e impar; preparagdo dos extratos por extracdo por solvente e
aerac0Oes; as analises quimicas e bioensaios comportamentais.

Na extracdo por solvente, as unidades glandulares sdo colocadas em
recipiente de vidro com hexano por um periodo de 2h. Nas aeracdes, larvas vivas
sdo aeradas, com e sem mudas de P. edulis e com e sem estimulo de ataque, em
camaras de vidro; os volateis sdo capturados e concentrados em hexano. Os
extratos resultantes de aeracdes e da extracdo por solvente sdo analisados em CG,
para avaliar-se a existéncia de compostos volateis ou ndo e a concentracao, € no
CG-EM, para avaliar-se a composicao dos compostos existentes.

Os Dbioensaios procuraram comprovar a existéncia de resposta
comportamental de defesa da larva, frente a estimulos de ataque, na qual estejam
envolvidas as glandulas prosternais pareadas, devido a sua estrutura de eliminacéo

de secrecdo. A metodologia aqui relatada encontra-se resumida na (FIGURA 1).



37

1. CRIACAO DE ADULTOS

v

LARVAS

--------- [ Gls. PAREADAS] ...... .[ DISSECACAO - GLANDULAS PROSTERNAIS]

A4
[ EXTRAGAO POR SOLVENTE ]

2. PROCEDIMENTOS ANALITICOS E ANALISES QUIMICAS

v
3. BIOENSAIOS COMPORTAMENTAIS

v

(smuLabos)  (NATURAS )

FIGURA 1. Resumo esquematico da metodologia de andlise das glandulas prosternais pareadas e
impar da larva de H. erato phyllis.
FONTE: O autor (2010).
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3.1 Criacdo e manejo de adultos e larvas de H. erato phyllis

Periodo: Dezembro/2010 a Junho/2011

Objetivo: obter exemplares dos cinco instares larvais de H. erato phyllis para

0s experimentos analiticos, andlises quimicas e bioensaios comportamentais.

Um insetario foi construido em area reservada do Centro Politécnico,
Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba, Paranda, Brasil, com 2 m de altura,
2 m de largura e 2,5 m de comprimento, com suporte em madeira e revestido por
tela sombrite, que permite a passagem de 30% da luz solar direta (FIGURA 2A).
Este foi utilizado como ambiente de condi¢bes seminaturais para a manutengdo de

plantas hospedeiras, dos adultos e oviposi¢cao (FIGURA 2B).

FIGURA 2. A, vista do insetario ao fundo. B, oviposicdo da fémea de H. erato phyllis.
FONTE: O autor (2011).

Para tanto foram colocados no seu interior, vasos com mudas de P. edulis e
P. actinia, de maneira que eram disponibilizados cinco ramos para postura para
cada fémea (FIGURA 3A). Ainda foram inseridos recipientes para a dieta artificial
(BORGES et al. 2010) e vasos com plantas psicofitas, L. camara e |. walleriana, para

a alimentacéao natural (FIGURA 3B).



39

FIGURA 3. A, passifloraceas no interior do insetario. B, flores de plantas psicoéfilas (L. camara e |I.
walleriana) utilizadas como fonte de alimentacdo natural dos adultos de H. erato phyllis.
FONTE: O autor (2011).

As fémeas foram capturadas na area de mata nativa do Centro Politécnico
da UFPR, Curitiba, Parana, Brasil e da Reserva Ambiental Serelepe, Quatro Barras,
Paranda, Brasil. Foram marcados na asa anterior direita (FIGURA 4), com caneta
atoxica, sendo registrado o numero do espécime, o sexo e identificagao do local de

origem.

FIGURA 4. Adulto de H. erato phyllis identificado com caneta atdxica na asa direita.
FONTE: O autor (2011).

Sementes de P. edulis, foram cultivadas e mudas foram transplantadas para
vasos (FIGURA 5A), mantidos em condi¢cfes naturais, em area aberta e reservada,
cujas folhas e ramos foram fonte alimentar de larvas na sala de criacdo (FIGURA
5B).
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FIGURA 5. A, mudas de P. edulis. B, frascos com folhas e larvas.
FONTE: O autor (2011).

O manejo dos adultos de H. erato phyllis deu-se no insetario, com troca
diaria de alimentagdo artificial segundo Borges et al. (2010) e coleta de ovos

(FIGURA 6).

FIGURA 6. A, alimentacéo artificial de adultos de H. erato phyllis. B, coleta de ovos.
FONTE: O autor (2011).

Ovos e larvas obtidos foram mantidos em condicbes seminaturais em sala
de criacdo. Os ovos coletados eram colocados em placas de Petry forradas com
papel filtro umedecido em &gua destilada. As larvas eclodidas foram colocadas em
ramos e folhas de P. edulis, mantidas em frascos plasticos com agua, sendo todo o
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conjunto envolto em sacos de tecido poroso (FIGURA 7A), de onde eram retiradas

de acordo com o instar desejado (FIGURA 7B).

FIGURA 7. A, frascos para manutencéo de larvas de H. erato phyllis. B, sala de criagao.
FONTE: O autor (2011).

3.2 Manejo dos adultos operéarios de Tapinoma melanocephalum

(Hymenoptera: Formicidae)

Objetivo: fornecer exemplares de T. melanocephalum, para a realizagdo de

bioensaios comportamentais.

As formigas operarias foram capturadas na sala de criagcdo do CP, UFPR,
Curitiba, Parana, Brasil, com iscas de peixe (Sardinella brasiliensis Steindachner,
1879) em oOleo comestivel (FIGURA 8A). Apds, foram mantidas em recipiente
fechado de plastico, de 18 cm de comprimento, 8 cm de altura e 14 cm de
profundidade, com pequenos orificios; em condicbes seminaturais de temperatura e
umidade, de onde eram coletadas em horérios padronizados para a realizacdo dos
bioensaios (FIGURA 8B). Foram alimentadas diariamente com iscas de peixe em
O0leo comestivel e a agua foi fornecida por um frasco plastico aberto contendo
algodao umedecido. O alimento era retirado 48 horas antes da realizacdo dos

bioensaios.
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FIGURA 8. A, armadilha para captura de formigas T. melanocephalum. B, recipiente plastico para
manutenc¢do de formigas T. melanocephalum.
FONTE: O autor (2011).

3.3 Procedimentos analiticos e analises quimicas

3.3.1 Extracao por solvente

3.3.1.1 Dissecacao

Objetivo: dissecar a larva e extrair as unidades secretoras das glandulas

prosternais para preparacdo dos extratos.

As larvas dos diferentes instares foram coletadas durante a fotofase e
escotofase, em intervalos de tempo regulares. As glandulas impar e pareadas foram
dissecadas em estereomicroscopio Quimis®.

A gléndula impar foi seccionada a partir da fenda transversal e colocada em
hexano e em éter, em concentracdes variadas de 1-15 unidades em 10 microlitros
(uL) de hexano, durante 2h. As glandulas pareadas foram extraidas a partir da
parede do saco eversivel, de maneira que os ductos com as unidades secretoras
fossem extraidos e colocados em hexano e em éter, em concentracfes variadas de
1-15 unidades em 10uL de hexano, durante 2h (FIGURA 9). Os extratos obtidos com

diferentes concentracdes foram analisados em CG e CG-EM.
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FIGURA 9. A, vista interna da regido prosternal, (Gl) glandula impar e (GPs) glandulas pareadas.
Aum.= 50x. Barra= 1 mm. B, frasco para preparacéo de extrato.
FONTE: O autor (2011).

3.3.2 Aeracao

Objetivo: verificar a existéncia de producdo de volateis, com e sem
estimulos artificiais provocadores, pelas glandulas prosternais da larva de H. erato
phyllis, sob muda da planta hospedeira; e sem a planta hospedeira.

Consistiu na comparacao de 24, 48 e 72h e com e sem estimulo provocador,
dos volateis coletados de larvas em mudas de P. edulis com os volateis coletados
das mudas de P. edulis (FIGURA 10A), e na comparagcdo de 24, 48 e 72h dos
volateis coletados de larvas envoltas em tecido poroso, com os volateis coletados do
tecido poroso (FIGURA 10C). Para tanto foram utilizadas camaras de aeracdo, com
filtro adsorvente em uma extremidade e uma fonte constante de ar filtrado na outra.
Os extratos eram obtidos a partir da lavagem do filtro adsorvente com hexano
(FIGURA 10B) e posterior concentracao (50uL ou 50%) para analises quimicas em

Cromatografo Gasoso (CG).



44

FIGURA 10. A, sistema de aeracdo de planta (muda de P. edulis) e larva de H. erato phyllis. B,
preparacao do extrato. C, sistema de aeracdo de larvas de H. erato phyllis.
FONTE: O autor (2011).

3.3.3 Métodos de andlises dos extratos

3.3.3.1 Cromatografia gasosa (CG)

Objetivo: verificar a existéncia de volateis e a concentragdo dos compostos
nos extratos das glandulas prosternais.

Os compostos foram analisados pelo cromatdgrafo a gas, modelo Shimadzu
QP-2010 Plus (FIGURA 11A), equipado com uma coluna capilar RTX-5 (30
milimetros x 0,25 milimetros x 0,25 milimetros) (Restek, Bellefonte, Pensilvania,
EUA), com detector de ionizacdo em chama (FID). A temperatura inicial da coluna foi
de 50 °C, mantida por trés minutos. Apos esse tempo, a temperatura sofreu
acréscimos de 7 °C/min até alcancar 270 °C, mantendo-se desta forma por 5

minutos.

3.3.3.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Objetivo: verificar a composicdo quimica dos extratos das glandulas

prosternais.

Os compostos foram analisados pelo cromatégrafo a gas acoplado ao
espectrometro de massas, modelo Shimadzu QP-2010 Plus (FIGURA 11B),
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equipado com uma coluna capilar RTX-5 (30 milimetros x 0,25 mm x 0,25
milimetros) (Restek, Bellefonte, Pensilvania, EUA), com detector de ionizacdo em
chama (FID). A temperatura inicial da coluna foi de 50 °C, mantida por trés minutos.
ApGs esse tempo, a temperatura sofreu acréscimos de 7 °C/min até alcancar 250 °C,

mantendo-se desta forma por 5 minutos.

FIGURA 11. A, CG. B, CG-EM.
FONTE: O autor (2011).

3.4 Bioensaios — Experimentos comportamentais

3.4.1 Glandulas pareadas

3.4.1.1 Ataques naturais e simulados

Objetivo: avaliar a contribuicdo das secre¢des das glandulas pareadas, da
larva de H. erato phyllis, como possiveis detentoras de compostos quimicos de

defesa.

a) Simulacéo de ataques

Foram realizadas filmagens das larvas em situacéo de provocacao artificial.
Nas filmagens utilizou-se um foco de luz projetado sobre a larva de quinto instar,
filmou-se durante 30s com camera filmadora modelo JVC® GZ-HM320SUB GZ-

HM320SUB Prata Full HD, utilizou-se estimulos de provocacdo artificial que
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constavam de movimentos de toque com a parte das fibras de um pincel sobre a
cabeca e regido dorsal do corpo da larva, manteve-se a larva na posi¢cdo horizontal,

sobre uma folha de P. edulis. O fundo preto foi utilizado.

b) Observacao de ataques naturais

Nas observacdes diretas com estimulos de provocacdo naturais, todos o0s
instares entraram em contato com espécimes vivas de T. melanocephalum. Em
particular uma larva de quarto instar e uma de terceiro instar, ambas em um
recipiente de vidro fechado, que continha algodéo e pouca quantidade de éter etilico,
entraram em contato com T. melanocephalum e acrescentaram um comportamento

diferenciado ao observado em todos os instares.
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4 RESULTADOS

4.1 Criacao e manejo de adultos e larvas de H. erato phyllis

4.1.1 Insetario, sala de criacao

De Fevereiro a Maio de 2011 foram conservados em média cinco adultos
fémeas (FIGURA 12) no insetario.

FIGURA 12. A, vista dorsal do macho de H. erato phyllis, onde se observa as caracteristicas
morfolégicas que identificam a espécie. B, vista ventral.
FONTE: Dayana Bonfantti (2011).

Nos meses de Fevereiro, Marco, e Abril ocorreram posturas com maior
numero de ovos, que corresponderam as maiores temperaturas observadas. Em
média foram liberados trinta adultos, emergidos na sala de criagdo, no periodo
(GRAFICO 1).
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GRAFICO 1. Dados quantitativos de ovos coletados, adultos emergidos liberados e da média de
adultos no insetario durante o periodo de cria¢éo (2011).
FONTE: O autor (2011).

4.1.2 Relac0Oes interespecificas

Formigas T. melanocephalum (FIGURA 13) foram observadas, na sala de
criagdo, predando todos os instares larvais e adultos debilitados de H. erato phyllis,
em numero crescente com relagdo ao instar larval. Enquanto um espécime preda
uma larva de primeiro instar, varias (aproximadamente quatorze) predam uma larva

de quinto instar e um adulto debilitado.
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FIGURA 13. T. melanocephalum. Aum.= 50x. Barra= 1mm.
FONTE: O autor (2011).

No insetario, uma aranha do género Araneus Clerk, 1757 (FIGURA 14)
predou trés adultos através do uso de armadilha que consistiu em fios de seda
dispostos transversalmente entre as folhas. Em uma folha dobrada a aranha
aguardava suas presas. Ap0s serem pegas as borboletas foram enroladas nos fios

de seda para posterior consumo.

FIGURA 14. Araneus sp.. Aum.= 10x. Barra= 1mm.
FONTE: O autor (2011).
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4.2 Analises quimicas

4.2.1 Extragao por solvente

A comparacdo de 74 analises CG, 10 analises CG-EM, dos extratos das
glandulas Impar e Pareadas dissecadas, em concentragdes variadas (de 1-15
unidades em 10uL de hexano), a cada 2h durante fotofase e escotofase,
evidenciaram que as glandulas prosternais ndo produzem volateis de defesa.

A analise quimica de dois extratos de cada tipo glandular, com concentracao
de 15 unidades em 10uL de hexano, demonstraram que a glandula impar (FIGURA
15) e as glandulas pareadas (FIGURA 16) produzem um conjunto de compostos
complexos semelhantes, como acidos graxos e hidrocarbonetos de cadeias curtas e

longas.

As possiveis secrecfes resultantes desta composicdo podem ser: 6leos,
acucares e fibras. Comparag¢des com a MEV e o modo de eliminagdo das secrecdes

revelam que a producao de 6leo € compativel com ambas as glandulas prosternais.

{x1,000,000)
ETlC

30-
25 1
20 2 7
15]

10 8

| 4
05 L | I thlk.h Mu

50 10.0 " 150 " 200 250 300 " 350

FIGURA 15. Cromatograma do extrato da glandula prosternal impar. 01-02=4cidos graxos, 03-
08=hidrocarbonetos de cadeias variadas.
FONTE: O autor (2011).
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FIGURA 16. Cromatograma do extrato das glandulas prosternais pareadas. 01-02=acidos graxos, 03-
08=hidrocarbonetos de cadeias variadas.
FONTE: O autor (2011).

4.2.2 Aeracdes

A comparacédo entre vinte e uma analises CG, seis andlises CG-EM, com e
sem estimulo provocador artificial, dos volateis coletados em adsorventes
provenientes de aeracdes de larvas em mudas de P. edulis com os volateis
coletados em adsorventes das mudas de P. edulis, e a comparagao entre nove
analises CG e duas analises CG-EM dos volateis coletados de larvas envoltas em
tecido poroso, com os volateis coletados do tecido poroso, confirmaram os
resultados obtidos na extragdo por solvente sobre a ndo producdo de volateis de
defesa (FIGURA 17).
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FIGURA 17. Cromatograma do extrato de planta com larva de quinto instar, resultante de aeracgéo.
Todos os picos correspondem a volateis da planta.
FONTE: O autor (2011).
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4.3 Bioensaios — Experimentos comportamentais

4.3.1 Glandulas Pareadas

4.3.1.1 Ataques naturais e simulados

Através de observagbes e filmagens constatou-se que as glandulas
prosternais do tipo pareadas atuam juntamente com as glandulas labiais de seda
promovendo provavelmente uma defesa quimico-mecanica, utilizada como uma
estratégia ativa da larva contra seus predadores, mais especificamente contra as
formigas. Em sala de criacdo foi constatado que formigas da espécie T.
melanocephalum predam ovos, larvas e adultos debilitados e com espaco reduzido
para voo. Como produto da secrecdo das glandulas prosternais pareadas tem-se um

jato, que inicialmente, sugere-se estar na forma semiliquida.

a) Respostas ao estimulo artificial

Todos os instares larvais apresentaram a mesma sequéncia de eventos
comportamentais quando estimuladas artificialmente. Descrevendo-se a resposta da
larva de quinto instar ao estimulo artificial de provocacdo: A larva inicialmente
detecta o predador, dobra o torax, varias vezes, com movimentos regulares, ficando
com as pernas livres e virando a cabeca em direcdo ao objeto. Neste momento
inicial a larva possui movimentos lentos e também procura descolocar-se no
substrato. Mas com a constancia dos movimentos de ataque, ela torna-se cada vez
mais ativa, com movimentos do toérax mais incisivos. Apos alguns minutos de ataque
constante é possivel observar o saco cénico tegumentar inflado (FIGURA 18 A).
Este se apresenta como uma saliéncia de cloracdo semelhante a da cabeca, um
pouco mais escura, de comprimento igual ou aproximado ao comprimento das
pernas do primeiro segmento toracico. Em algumas ocasioes a larva deslocou-se
pelo substrato mantendo o saco inflado e em outras foi possivel observar o
direcionamento de jatos de secrecdo glandular a partir dos poros das glandulas

prosternais pareadas (FIGURA 18 B, C). Observando-se as imagens dos filmes
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obtidos, nota-se que a secrecdo é eliminada dos dois poros ao mesmo tempo em

direcéo dos fios do pincel, que representam o predador.

FIGURA 18. Larva de quinto instar de Heliconius erato phyllis detecta o predador (fios de um pincel),
dirigindo Ihe jatos da secrec¢édo das glandulas pareadas. A, a larva levanta o térax exibindo o saco
eversivel inflado (ponta de seta preta) durante ataque artificial. B e C, sequéncia de imagens que
mostram a liberagc&o da secrec¢do (pontas de setas pretas).

FONTE: O autor (2011).

Em outras situacdes foi observado que a larva também libera fios de seda,
de suas glandulas labiais em direcdo ao predador (FIGURA 19 A), durante o ataque
artificial. E, com o térax erguido e as pernas livres, movimenta o térax procurando
acertar o alvo (FIGURA 19 B). Os jatos direcionam-se para a base do objeto
(FIGURA 19 C). Apos alguns minutos de ataques artificiais constantes e trabalho de
defesa intensa da larva, esta dobra o térax, 0 maximo para tras para ganhar impulso,
e em seguida possivelmente descontrai a musculatura, desferindo um golpe certeiro
com a cabeca no falso predador (FIGURA 19 D), ainda liberando fios de secrecao

das glandulas labiais e possivelmente também das glandulas prosternais pareadas.
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FIGURA 19. Larva de quinto instar de Heliconius erato phyllis durante o ataque artificial. A, a larva
libera fios de seda das glandulas labiais para a base do objeto. B, a larva levanta o térax, fica com as
pernas livres e movimenta o térax procurando acertar o alvo. C, a larva direciona os jatos de secrec¢ao
das glandulas prosternais e fios de seda para a base do objeto. D, a larva levanta o térax, dobrando-o
0 maximo para trds, e com as pernas livres, desfere um golpe com a capsula cefélica no objeto, ainda
liberando fios de seda e possivelmente de secrecao das glandulas pareadas prosternais.

FONTE: O autor (2011).

Em outras ocasides, a larva, apdés um comportamento de resisténcia frente
ao ataque, com o térax erguido e cabeca direcionada para o falso predador,
regurgita e morde o objeto que a incomoda (FIGURA 20).



55

FIGURA 20. Larva de quinto instar de Heliconius erato phyllis durante ataque artificial, a larva
regurgita e morde o objeto que a incomoda (fios de um pincel).
FONTE: O autor (2011).

b) Respostas ao estimulo natural

Tendo-se a formiga T. melanocephalum como estimulo natural, foi possivel
observar que todos os instares larvais apresentaram a mesma sequéncia de eventos
comportamentais descrita para o estimulo artificial, e particularmente em uma larva
de quarto instar e em uma de terceiro instar, que ap0s apresentarem a sequéncia de
eventos comportamentais descrita, aproximaram-se, e com o auxilio das pernas
enrolaram a formiga com os fios de secrecdo formando uma pequena esfera. Apos,
esta foi conduzida, com a ajuda das pernas e larvépodos, em direcdo ao ultimo

segmento larval.
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos sugerem que as glandulas pareadas tém funcao de
defesa, enquanto que a funcdo glandula impar ndo pode ser determinada. A funcéo
de defesa direta contra predadores néo é presumivel para a glandula impar, pois sua
estrutura e abertura para eliminacdo da secrecao (fenda) nao fornecem indicios para
uma exteriorizagdo pratica do produto com fins de defesa ativa, o que sua
consisténcia possivelmente pastosa, evidenciada em MEV, corrobora. Deste modo,
analisando-se as possiveis alternativas para a néo repeléncia do extrato da glandula
impar, sugere-se novas investigacdes. Os estudos quimicos foram pouco
aprofundados nas glandulas prosternais impar e pareadas; avaliagdes quimicas
devem ser feitas para a completa elucidacdo das suas composi¢cfes quimicas.
Nossas observacdes em campo e em laboratério sugerem que todos os instares
larvais de H. erato phyllis apresentam um mesmo comportamento frente a ataques
simulados e naturais, e que as unidades glandulares das glandulas pareadas atuam
juntas, de forma independente e alternada, em combinacdo com as glandulas de
seda da cabeca. Mas o0 sucesso sobre o predador depende do instar e fisiologia
larval, e do tamanho, fisiologia e nUmero de predadores. A emissdo de secre¢cdo em
direcdo a base do objeto que a perturba sugere um obijetivo inicial de dificultar os
movimentos dos possiveis predadores. Sugere-se que o fato de desferir de um golpe
com a cabeca sobre o predador imobilizado, facilitaria 0 passo seguinte que consiste
em enrolar a presa com fios de secrecdo, com a ajuda das pernas. O seu
encaminhamento, através de movimentos das pernas até os larvopodos, e destes
até o ultimo segmento larval, sugerem que a esfera com o predador possa ser fixada
em lugar proximo, com os fios produzidos pelas fiandeiras. Assim de acordo com a
classificacdo de Gross (1993), a utilizacdo das glandulas prosternais pareadas seria
uma estratégia de defesa secundéaria, ou seja, que previne o ataque apos a
deteccdo de um predador potencial pela larva. Presume-se que 0 conjunto de
caracteres morfolégicos, fisiolégicos e de comportamento adquiridos, permitiu aos
seus possuidores, perseverarem em maior nimero no seu ambiente, determinando
um valor adaptativo mais alto do que em individuos sem esta caracteristica. Esta

adaptacdo ao ambiente biol6égico, provavelmente, permitiu ao organismo ameacado,
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a larva, melhorar suas adaptacdes defensivas, e este caracter aumentando
gradativamente de frequéncia na populacdo determinou um maior valor adaptativo
da subespécie. Evidéncias de existéncia de um saco conico tegumentar na regido do
prosterno na larva de outras espécies e familias de lepiddpteros, permite sugerir a
ocorréncia de glandulas pareadas prosternais de defesa, o que contribuira,
possivelmente, para o desenvolvimento de um comportamento semelhante ao
observado na larva de H. erato phyllis. Alguns acidos graxos sédo considerados
compostos defensivos das glandulas de outros heliconineos, mas 0s exames iniciais
realizados n&do revelam a existéncia dos mesmos nos extratos das glandulas
pareadas e impar. Estudos anatdmicos e funcionais comparativos das glandulas
prosternais em outros taxa sao necessarios para futuras reconstrucées filogenéticas.
E importante ressaltar que mesmo nos casos nos quais as glandulas sejam
consideradas possivelmente homologas, estas podem desempenhar um papel
diferente, dependendo da espécie. Assim estas novas investigacoes realizadas para
elucidacdo destas suposicbes possibilitardo melhor conhecer estes possiveis
mecanismos de defesa, que podem estar ocultos em outros taxa, indicados nos
estudos de comportamento, morfologia e fisiologia das glandulas prosternais de
imaturos de H. erato phyllis.
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CAPITULO II. ANALISE DAS GLANDULAS ODORIFICAS ABDOMINAIS DO
ADULTO DE Heliconius erato phyllis Fabricius, 1775 (LEPIDOPTERA:
NYMPHALIDAE: HELICONIINAE).




RESUMO

Capitulo II. Os heliconineos produzem antiafrodisiaco em glandulas localizadas nas
valvas dos machos e estes o transferem durante a cépula, para a glandula
abdominal dorsal amarela ou alaranjada presente na fémea. O objetivo geral deste
estudo foi analisar a composi¢cdo quimica dos volateis, a morfologia externa das
glandulas odorificas abdominais do adulto de H. erato phyllis, e 0 comportamento
associado a producdo. A metodologia de analises quimicas consistiu da extracéo por
solvente e analise em cromatografia gasosa e em cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas e, a bioatividade intraespecifica dos compostos, foi
observada através de bioensaios com exposicdo a extratos e andlises de
eletroantenografia. Os resultados obtidos revelam que o macho transfere todo o seu
“bouquet” odorifico para a fémea e, que possui provavelmente um composto bioativo
para as fémeas virgens dentre 0s cinco possiveis compostos bioativos observados.
A analise da localizacdo e morfologia externa mostrou que a glandula do macho,
apresenta cerdas longas e translicidas em orificio alongado, enquanto a glandula da
fémea apresenta pregas e projecdes translicidas na superficie dos lobos,
responséaveis respectivamente pela transferéncia, por contato, do “bouquet” odorifico
e, pela recepcéo e emissado dos volateis juntamente com os bastdes odorificos.

ABSTRACT

Chapter 1I. The Heliconiinae antiaphrodisiac is produced by glands located in the
valves of the male and transferred during copulation to the yellow or orange dorsal
abdominal gland present in the female. The main goal of this study was to analyze
the chemical composition of volatiles, the external morphology of the abdominal
scent glands of the adult of H. erato phyllis, and the behavior associated with this
production. The methodology of chemical analysis consisted of solvent extraction
and analysis in gas chromatography and gas chromatography-mass spectrometry
and, the intraspecific bioactivity of the compounds was observed in bioassays by
exposure to extracts and electroantennography analysis. The results of chemical
analysis revealed that the male transfers his whole scent bouquet to the female and
that are likely to have a bioactive compound for virgin females among the five
possible bioactive compounds observed. The analysis of location and external
morphology showed that the male gland, presents long and translucent bristles in the
elongated hole and, while the female gland presents folds and translucent projections
on the surface of the lobes responsible respectively for the transfer of the scent
bouguet by contact and for the reception and emission of the volatiles along with the
stink clubs.
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1 INTRODUCAO

1.1 Adaptacéo defensiva — Adulto

Nos adultos, além do mimetismo batesiano, a adverténcia também se d&
através de marcas odorificas e coloracdo (aposematismo), sendo que esta Ultima
esta relacionada com a adaptacdo defensiva conhecida como impalatabilidade e é
encontrada em muitos imaturos e adultos de Nymphalidae, sinalizada através do
mimetismo Mdulleriano. Esta coloracdo de alerta de toxidade evita a predacao por
vertebrados e/ou invertebrados. Inclui-se entre as espécies impalataveis as
borboletas da tribo Troidini (Papilionidae), Pierinae (Pieridae), Eurytelinae,
Melitaeinae, Danainae, Ithominae, Heliconiinae e Acraeinae (Nymphalidae) e
mariposas Arctiidae (TRIGO 2000).

As glandulas exdcrinas descritas para os machos adultos de heliconineos da
América do Sul, ndo especificamente com a funcéo de defesa, constam de glandulas
de forte odor associadas as escamas abdominais e as escamas das asas; estrutura
denominada androcdnia, um 6rgao de disseminacédo de feromdnio sexual masculino,
importante para a atracdo das fémeas (DEVRIES 1987), sendo que em Heliconius,
sdo numerosas ao longo das veias das asas posteriores (MULLER 1912). Bem
como ha aquelas localizadas nas valvas do macho (ELTRINGHAM 1925, 1926).
Fémeas apresentam um par de glandulas alaranjadas ou amareladas de forte odor
caracteristico entre o penultimo e udltimo segmentos abdominais, associadas a
bastdes odorificos (MULLER 1912), considerados como glandulas auxiliares por
Eltringham (1925, 1926). A funcao das glandulas exdcrinas abdominais dos adultos
esta originalmente relacionada com a defesa, como sugerido por Miller (1912), bem
como a producgdo de um antiafrodisiaco pelo macho, conforme proposto por Gilbert
(1976).
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1.2 Sucesso adaptativo

Considerado um dos grupos mais bem sucedidos de borboletas neotropicais
as espeécies do género Heliconius Kluk, 1780 (TURNER 1981) apresentam eventos
vantajosos de acasalamento que determinam grande parte deste sucesso. E
relatada a liberacdo de sinais quimicos para identificacdo de pupas fémeas
originados no final do estagio de pupa do macho (GILBERT 1976), uma coevolucéo
com a biologia reprodutiva de Heliconius considerando-se as vias biossintéticas dos
compostos identificados (monoterpenos) (ESTRADA et al. 2009), a ocorréncia de
cépula logo apdés a emergéncia da fémea (TURNER 1981, GILBERT 1976,
DEINERT 2003, KLEIN & ARAUJO 2010), a transferéncia de presente nupcial do
macho para a fémea durante a copula (CARDOSO et al. 2009), e a transferéncia de
antiafrodisiaco do macho para a fémea ap6s o acasalamento (EMSLEY 1963,
GILBERT 1976, MULLER 1912, ELTRINGHAM 1925, 1926).

1.3 Antiafrodisiacos

Sdo sinais quimicos transferidos de machos para fémeas durante o
acasalamento que temporariamente reduzem a atratividade da fémea para a corte
posterior de machos. Descrito primeiramente no besouro Tenebrio molitor Linnaeus,
1758 (HAPP 1969), eles ja foram encontrados em varios taxa, incluindo Drosophila
melanogaster Meigen 1830, serpentes, e diversas espécies de abelhas, percevejos,
gafanhotos, besouros, moscas e borboletas (GILBERT 1976, HAPP 1969, ROSS &
CREWS 1977, KUKUK 1985, SCOTT 1986, ANDERSSON et al. 2000,
ANDERSSON et al. 2003, ANDERSSON 2004, AYASSE et al. 2001, ZHANG &
ALDRICH 2003, SEIDELMANN 2006, KYRIACOU 2007, SCHULZ et al. 2008). Em
lepidépteros, pode tornar-se um instrumento de controle do macho sobre um novo
acasalamento da fémea (ANDERSSON et al. 2000, ANDERSSON et al. 2003,
ANDERSSON 2004) e sua existéncia em borboletas foi sugerida pela primeira vez
para Heliconius erato Linnaeus, 1758 (GILBERT 1976, MULLER 1912,
ELTRINGHAM 1925, 1926). Em Pieridae, os machos de Pieris napi Linnaeus, 1758,
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Pieris rapae Linnaeus, 1758 e Pieris brassicae Linnaeus, 1758, transferem
espermatéforo com antiafrodisiaco a fémea que inibe novos acasalamentos. Os
volateis sdo liberados quando a fémea exibe a atitude de “recusa ao macho” que
consiste em abrir as asas horizontalmente e elevar o abdomen (ANDERSSON et al.
2000, ANDERSSON et al. 2003, ANDERSSON 2004, SCHULZ et al. 2008).

1.4 O abdome dos adultos

O abdome dos lepidopteros apresenta-se dividido em 10 segmentos sendo
gue os trés ultimos na fémea e os dois ultimos no macho estdo modificados para
formar a genitalia (BILOTTA 1994). Todos os segmentos abdominais sao formados
por tergo, esterno e pleura, dependendo da posicdo que ocupam, dorsais, ventrais e
laterais respectivamente. Da mesma forma que os demais segmentos, 0s segmentos
IX e X, apresentam as trés diferentes regides, cada qual dando origem a uma
estrutura genital diferente (BONFANTTI 2010).

Na genitalia do macho o tergo A9 é grande e em forma de uma cobertura,
conhecido como tegume, este se estende ventralmente através dos bracos laterais
do tergo A9, ou bragos do tegume, que coincidem com os bragos laterais do esterno
A9, formando uma estrutura que quando observada em vista posterior tem o formato
de um anel, sendo esta uma sinapomorfia para Amphiesmenoptera (Lepidoptera e
Trichoptera) (KRISTENSEN et al. 2007). O esterno A9 se estende médio
ventralmente para formar uma estrutura projetada anteriormente, o saco, além dos
bracos laterais comumente chamados como bragcos do saco. O tergo A10 forma o
unco, um esclerito triangular com a base na maioria das vezes fusionado ao tegume.
O gnato € a modificacdo do esterno A10, podendo ser ausente, com duas partes
fundidas em uma estrutura Unica, ou separadas. O falo ou pénis, e as valvas, séo
derivados dos lobos priméarios falicos da larva. As valvas, segundo Niculescu (1973),
sao formadas pelas membranas intersegmentares IX-X no adulto. Durante o
desenvolvimento o edeago torna-se invaginado a partir da sua extremidade caudal
para formar a vesica, que fusiona-se com a parte caudal do canal ejaculatorio. A

vesica é eversivel, e pode apresentar espinhos esclerotizados, chamadas cornuti,
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gue ajudam a fornecer uma aderéncia dentro da bolsa copulatéria da fémea durante
0 acasalamento. O diafragma é uma membrana que fecha a extremidade do
abddémen, e é perfurada pelo edeago. Sdo distinguidas trés regibes funcionais no
diafragma: a fultura superior (dorsal), a fultura inferior (ventral), e o anellus (central),
que se dobra em torno do edeago. Estas regides ndo sédo claramente distintas, mas
nem sempre estdo presentes no caso da fultura superior e/ou inferior. A principal
funcdo das valvas é segurar a fémea durante o acasalamento. Existe uma grande
variedade na forma das valvas, de pequenas a grandes, e podem ser simples ou
complexas (BONFANTTI 2010, SCOBLE 1995).

Simonsen (2006) descreve um grande bolso glandular que é encontrado nas
valvas dos Heliconiinae da tribo Argynnini examinadas. Uma variacdo consideravel
do bolso glandular existe entre os taxa superiores. Na tribo Argynnini o bolso
possivelmente tem um mecanismo de fecho eficaz, permitindo ao macho armazenar
uma quantidade consideravel de secrecédo glandular, que é transferida para a fémea
durante a copula. Esta secrecdo teria uma funcdo antiafrodisiaca, impedindo o
acasalamento da fémea com outros machos. Todos os machos examinados também
possuem glandulas no anellus, a membrana terminal entre as valvas, sendo

extremamente bem desenvolvidas em Boloria Moore, 1900.

Na morfologia externa da fémea, a genitalia esta adaptada para as funcdes
de oviposicdo e acasalamento. Modificagbes de segmentos A8-A10 formam o
ovipositor e as suas apofises. As bordas anteriores dos segmentos A8 e A9 + A10
sdo geralmente estendidas em um par de apofises internas, embora elas ndo sejam
universalmente presentes em Lepidoptera. As apoéfises funcionam como suporte, em
particular para os longos ovidutos estreitos, e para a fixagdo do musculo. As
apofises de tergo A8 sdo chamadas de apofises anteriores e as do tergo A9 ou A9 +
Al10 as apdfises posteriores (SCOBLE 1995). Em Actinote melanisans Oberthdr,
1917, a bolsa copulatéria comunica-se com o exterior através do oOstio da bursa (que
se localiza no canal da bolsa em que surge o canal seminal) e este poro geralmente
€ cercado por escleritos chamados coletivamente de sterigma ou placa genital
(PALUCH et al. 2008). Em Danaus plexippus Linnaeus, 1758 e A. melanisans, as
papilas anais sdo lobulos cerdosos levemente esclerotinizadas, cobertas por
numerosos pelos em Morphinae (BILOTTA 1994), em ambos os lados da
protuberancia membranosa da area anal (PALUCH et al. 2008, EHRLICH 1958). Ao
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separar-se as papilas anais verticalmente observa-se nesta area membranosa o
anus e o oviporo, este ultimo representando a abertura externa da vagina, que
permite a postura de ovos (BILOTTA 1994, PALUCH et al. 2008, EHRLICH 1958).

1.4.1 Producéo e recepc¢ao de antiafrodisiaco — Heliconiinae

Os volateis sao liberados de glandulas localizadas nos ultimos segmentos
abdominais, de machos apds periodo de maturacdo sexual, e de fémeas
acasaladas. A descricao da glandula odorifica abdominal do adulto é variavel entre
0s autores, como se pode observar nas descri¢cdes a seguir. A producéo dos volateis
se da em glandulas presentes nas valvas, também denominadas clasperes
(ELTRINGHAM 1925, 1926), do macho que prendem o abdome da fémea durante a
copula (OCKENFELS et al. 1998, ROSS et al. 2001). Eltringham (1925) descreve um
alongado orificio externo nas glandulas das valvas; e denominou-as de “harpal
glands”, devido a forma de harpa. A recepcdo dos volateis ocorre em um par de
glandulas alaranjadas ou amareladas entre o pendltimo e ultimo segmentos
abdominais, associadas a bastdes odorificos, que passam a ter, ap0s o
acasalamento um forte odor (MULLER 1912); conjunto também nomeado de
glandula amarela extrudada da fémea, que expde dois bastbes odorificos laterais
durante a emissao dos volateis (GILBERT 1976, ELTRINGHAM 1925, ROSS et al.
2001), consideradas como glandulas auxiliares por Eltringham (1925). Na fémea de
Heliconius melpomene Linnaeus, 1758, a glandula consta de uma grande glandula
amarela que quando inflada expde um par de estruturas em forma de bastdo que
provavelmente distribuem os materiais volateis; no macho a glandula esta localizada
dentro dos dois clasperes que agarram o abdome da fémea durante a cépula
(SCHULZ et al. 2008). Para Argynnis paphia Linnaeus, 1758, a transferéncia de
antiafrodisiaco se da por contato entre a superficie externa da glandula existente nos
clasperes ou valvas dos machos e a superficie externa do saco dorsal existente no
sétimo tergito abdominal da fémea, que € liberado através de abertura existente
entre o sétimo e oitavo tergitos (OCKENFELS et al. 1998). Em Agraulis vanillae

Linnaeus, 1758, as glandulas odorificas abdominais sdo descritas como glandulas
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das valvas anais do macho e glandula amarela extrudada no dorso da fémea (ROSS
et al. 2001).

1.4.2 Composic¢do quimica do antiafrodisiaco

A composicdo quimica do antiafrodisiaco é variavel em Heliconiinae. Em A.
paphia o macho transfere a farneseno e 1l-dodecil-acetato (OCKENFELS et al.
1998), em H. melpomene, o (E)-B-ocimeno é transferido as fémeas (SCHULZ et al.
2008), e em A. vanillae, o volétil 6 -metil-5-hepten-2-ona € encontrado no macho e
na fémea apds o acasalamento, onde sugere-se que evita a predacdo de aves
(ROSS et al. 2001). Os compostos, (E)-B-ocimeno, isopentanoato de hexilo e
salicilato de benzilo, sdo compostos conhecidos por provocar a rejeicéo das fémeas
durante a corte de machos em H. melpomene, Heliconius cydno Doubleday, 1847, e
Heliconius charithonia Linnaeus, 1767, respectivamente (SCHULZ et al. 2008,
ESTRADA 2009). Foram descritos como compostos das glandulas odorificas
abdominais de dez espécies do género Heliconius, uma mistura quimica que inclui
ésteres (41%), lactonas (26%), e terpenos (15%), sendo o restante alcoois, cetonas,
e compostos aromaticos (ESTRADA et al. 2011), divididos em grandes compostos
volateis e uma complexa matriz de ésteres (SCHULZ et al. 2008, OCKENFELS et al.
1998, ROSS et al. 2001, ESTRADA 2009). Macrolideos foram 0s compostos
principais encontrados nos volateis de H. cydno e H. pachinus Salvin, 1871
(SCHULZ et al. 2007), para esta ultima uma lactona ((R)-(Z,E)-9,11-octadecadieno-
13-olida) foi encontrada em machos e fémeas maduros, mas ndo em jovens adultos
e pupas (MIYAKADO et al. 1989). Os volateis, em H. melpomene, teriam por funcéo
repelir os machos enquanto que a matriz presume-se, regularia a evaporagao dos
volateis durante a exposicao da glandula da fémea (SCHULZ et al. 2007, SCHULZ
et al. 2008). O (E)-B-ocimeno, antiafrodisiaco de H. melpomene esta presente,
embora em quantidades mais baixas, na maioria das outras borboletas Heliconius
estudadas até agora (SCHULZ et al. 2008, ESTRADA 2009, ESTRADA et al. 2011).
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1.4.3 O antiafrodisiaco — Funcgéo

O antiafrodisiaco transferido para as fémeas teria por objetivo a reducéo da
competicdo por esperma (macho), o aumento da longevidade da fémea, diminui¢cao
do risco de predagao e a diminuicdo do tempo de busca por fémeas virgens, por
outros machos (SCHULZ et al. 2008, THORNHILL & ALCOCK 1983, COOK et al.
1994, CLUTTON-BLOCK & LANGLEY 1997, BATEMAN et al. 2006), dando a fémea
uma economia de tempo e energia para a postura (ESTRADA et al. 2011).
Permitindo aos adultos além da comunicacao sexual, a emissdo de um alerta de
toxidade; gerando protecdo e defesa (MULLER 1912, ROSS et al. 2001),
propagando sua toxicidade para os predadores, reforcando a coloracfes de alerta
(ELTRINGHAM 1925). Em H. cydno e H. pachinus os volateis das glandulas
odorificas abdominais foram também relacionadas com uma possivel funcdo de

proteger os ovos de doencas fungicas (SCHULZ et al. 2007).

Os odores liberados pelas glandulas abdominais também poderiam fornecer
sinais adicionais para reconhecimento de espécies (ESTRADA et al. 2011), ja que
as borboletas Heliconius existem como comunidades de até nove espécies
coexistentes, muitos dos quais sdo conhecidos por hibridar, e machos e fémeas
compartilham um interesse em reduzir novos acasalamentos heteroespecificos
(GILBERT 2003, MALLET et al. 2007, KRONFORST 2008). Klein e Aratjo (2010)
relatam que em H. erato phyllis o efeito antiafrodisiaco do odor transferido para as
fémeas dura aproximadamente dois dias, em seus estudos sobre o comportamento

de corte.

Associados a emissdo dos volateis antiafrodisiacos em P. brassicae e P.
rapae estdo o0s parasitoides Trichogramma brassicae Bezdenko, 1968 e
Trichogramma evanescens Westwood, 1833, que utilizam o antiafrodisiaco liberado
para identificar ffmeas acasaladas. Estas fémeas servem de transporte forético para
encontrar ovos recém-colocados e parasitd-los; fendmeno conhecido como
espionagem quimica (HUIGENS et al. 2010). Em borboletas da familia Pieridae, a
substancia antiafrodisiaca (GILBERT 1976) é drenada pelas fémeas que voltam ao
acasalamento em poucos dias (KLEIN & ARAUJO 2010, ANDERSSON et al. 2000,
ANDERSSON et al. 2003, ANDERSSON 2004).
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A funcao potencial de defesa que estes compostos dos machos fornecem as
fémeas pode ter determinado a evolucao do 6rgdo de armazenamento e de exibicdo
em fémeas Heliconiinae. Os odores, juntamente com colora¢do, sendo usados para
a sinalizacdo de predadores, poderiam determinar uma convergéncia do sinal
guimico entre as espécies miméticas (porque sinalizagdes multimodais podem ser
mais eficazes na educacao predadores locais) (MOORE & BROWN 1989, MOORE
et al. 1990, ROWE & GUILFORD 1999, JETZ et al. 2001, SIDDALL & MARPLES
2008), embora até o momento ndo tenha sido encontrada uma similaridade na
composicdo quimica de glandulas abdominais entre as espécies miméticas em
Heliconius (ESTRADA 2009).

1.5 A evolucéo do antifrodisiaco conduzida pela selec&o sexual

ESTRADA et al (2011) demonstraram a transferéncia de antiafrodisiaco em
espécies do género Heliconius e as analises dos seus compostos demonstram
serem em parte semelhantes. Analisou-se a composi¢cdo quimica das glandulas
abdominais de dez espécies (H. cydno, H. pachinus, Heliconius numata Cramer,
1780, H. charithonia Linnaeus, 1767, Heliconius hewitsoni Hewitson, 1875,
Heliconius hecale Fabricius, 1776, Heliconius ismenius Latreille, [1817], H. erato,
Heliconius sapho Drury, 1782 e Heliconius sara Fabricius, 1793), que combinados
com dados mitocondriais e nucleares resultou em um mapeamento da sua filogenia.
Alguma variacao intraespecifica em tal composicéo, particularmente em compostos
menores, ocorreu entre machos. O contetdo de glandulas abdominais a partir de
machos de Heliconius variou consideravelmente entre espécies, tanto na
composi¢cdo como no numero de compostos. Sendo que divergiu mais rapido entre
as especies com maiores taxas de novo acasalamento de fémeas (clado de
acasalamento ndo pupal) do que entre aqueles em que as fémeas apresentam muito
menos frequéncia de novo acasalamento (clado de acasalamento pupal). Estes
dados obtidos apoiam a ideia de que a evolugédo dos feromdnios antiafrodisiacos em
borboletas é em parte impulsionada pela selecao intrasexual. Pois ha evidéncias

convincentes tedricas e empiricas que a intensidade do conflito entre o emissor
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(macho acasalado) e o receptor (futuro macho a acasalar) influencia a evolugao de
sinais complexos (ARAK & ENQUIST 1995).

1.6 As glandulas Odorificas abdominais e 0 comportamento de corte

Estudos anteriores, e atuais realizados por Estrada (2009) sugerem que,
inicialmente ocorre uma atragcdo dos adultos através da coloracdo e que apos,
machos coespecificos reconhecem as fémeas por sinais quimicos e por
aproximacdo (ARAK & ENQUIST 1995, BOPPRE 1984, TAKANASHI et al. 2001,
ESTRADA & JIGGINS 2008). Neste trabalho ficou evidente que para borboletas
Heliconius estes sinais de reconhecimento ndo sao liberados por glandulas
odoriferas abdominais. As glandulas abdominais de fémeas virgens de todos
Heliconius estudados até a conclusdo do trabalho (n= 11) tem composicdes
guimicas quase idénticas e assim ndo sao susceptiveis de fornecer informacfes
especificas para machos coespecificos. Nos comportamentos de corte de
heteroespecificos observados verificou-se que o reconhecimento intraespecifico,
para 0 acasalamento, aparentemente acontece sem liberagdo de feromonio
antiafrodisiaco. Machos de Lepidoptera, também produzem sinais quimicos em
orgaos androconiais localizados em suas asas, e esses sinais sdo muitas vezes 0s
estimulos necessérios para a aceitacao do macho pela fémea, pois eles funcionam
no reconhecimento de espécies e na avaliagdo da fémea de um macho de qualidade
(ESTRADA 2009, BOPPRE 1984, SCHULZ et al. 1993, ANDERSSON et al. 2007,
COSTANZO & MONTEIRO 2007).

Klein e Araujo (2010) descrevem o comportamento apresentado pelos
adultos de H. erato phyllis antes de chegarem a cépula; que ocorre em condi¢cdes
seminaturais, em Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil, das 10h as 15h, com
temperatura acima de 20°C, sem chuva ou vento forte. O macho apresenta a
seguinte sequéncia de eventos: (1) inspecdo em voo, (2) aproxima-se da fémea e
direciona o corpo para ela; (3) coloca as pernas sobre as asas anteriores da fémea;

(4) bate as asas abertas pausada e sincronicamente ao lado da fémea; (5) expondo
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ou ndo a androc6nia; (6) dobra o abdome em direcdo a fémea; (7) tateia com a
espirotromba varias regides do corpo da fémea, e (8) segue a fémea. Na fémea
foram observados os seguintes passos no comportamento de corte: (1) pousada,
separa um pouco asas posteriores das anteriores; (2) vibra as asas; (3) expbe a
glandula odorifica abdominal; (4) contrai as asas (fechadas), (5) realiza rotacdo sem
deslocamento, mudando a posicdo em direcdo ao macho; (6) afasta-se,
apresentando voos de curta duracdo, e (7) pousada, abre e separa as asas,

expondo as margens dorsais das asas anteriores e posteriores.
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2 OBJETIVOS

2.1 O objetivo geral

Analisar a composi¢cao quimica dos volateis, a morfologia externa das
glandulas odorificas abdominais do adulto de H. erato phyllis, € o comportamento

associado a produgao.

2.2 Os objetivos especificos

- Extrair as valvas do macho e, a glandula odorifica abdominal da fémea,

acasalados e virgens, através da dissecacdo do abdome;
- Extrair os compostos das glandulas;
- Detectar a composi¢cao quimica dos volateis;

- Estabelecer o tempo de maturagcdo do macho através da comparacao de

cromatogramas;

- Quantificar os compostos dos extratos das glandulas odorificas abdominais

do macho, e fémea acasalada;

- Testar a atividade bioldgica intraespecifica dos componentes presentes nos
extratos, por bioensaios e eletroantenografia acoplada a cromatografia gasosa (CG-
EAD);

- Caracterizar a morfologia externa e localizagdo das glandulas odorificas
abdominais dos adultos através de analises de estereomicroscopia acoplada a
camara clara, fotografias em estereomicroscépio e microscopia eletrbnica de
varredura (MEV).
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3 METODOLOGIA

No insetario citado no capitulo |, apds a coleta e adaptacado de fémeas para
a postura de ovos, obtencdo das larvas, e de adultos virgens, iniciaram-se o0s
procedimentos para realizagdo dos cruzamentos, dissecagcdo das glandulas
odorificas abdominais; preparagao dos extratos; bioensaios comportamentais, as

analises quimicas, eletroantenograficas e morfologicas.

Em area de reproducdo, dentro do insetario, foram realizados os
cruzamentos. Na extracdo por solvente, as unidades glandulares de adultos
acasalados e virgens sao colocadas em recipiente de vidro com hexano por um
periodo de 2h. Testou-se a atividade bioldgica dos extratos de machos acasalados e

fémeas virgens com bioensaios comportamentais e eletroantenografia.

Os extratos resultantes da extragdao por solvente sdo analisados em CG,
para avaliar-se a existéncia de transferéncia de antiafrodisiaco do macho para a
fémea, apos o acasalamento, de feroménios sexuais e de alarme em adultos virgens
e acasalados, e a concentragdo dos mesmos; e no CG-EM, para avaliar-se a

composig¢ao dos compostos existentes.

Nas analises da morfologia externa e localizagdo, o abdome de fémeas e a
genitalia de machos foram descritos com base na estereomicroscopia, acoplada ou
ndo a camara clara e microscopia eletrbnica de varredura. A metodologia aqui

relatada encontra-se resumida na (FIGURA 21).
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FIGURA 21. Resumo esqueméatico da metodologia de analise das glandulas odorificas abdominais
dos adultos de H. erato phyllis.
FONTE: O autor (2011).
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3.1 Criagdo — manejo de adultos

Periodo: Periodo: Abril/2011 a Mar¢go/2012

Objetivo: obter exemplares de adultos virgens e acasalados de H. erato
phyllis para os experimentos analiticos, analises quimicas, de atividade biologica

intraespecifica e da morfologia externa.

O insetario citado no capitulo | foi utilizado como ambiente de condi¢des
seminaturais para a manutencado dos adultos e oviposicdo, foram adotados o0s
passos descritos de manejo de imaturos e adultos. No interior do insetario foi
construida uma area de reproducao (FIGURA 22); com 2 m de altura, 1 m de largura
e 1 m de comprimento, com suporte em madeira e revestido por tela sombrite, que
permite a passagem de 30% da luz solar direta, para a realizacdo dos
acasalamentos; no seu interior foram colocados vasos com P. edulis, P. actinia, I.
walleriana, L. camara e recipientes para a dieta artificial, de acordo com Borges et al
(2010).

FIGURA 22. Area de reproducéo construida no interior do insetario.
FONTE: O autor (2012).
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Os adultos foram capturados na area de mata nativa do CP da UFPR,
Curitiba, Parana, Brasil. Foram marcados na asa anterior direita, com caneta atoxica,

sendo registrado o numero do espécime, o sexo e a identificagado do local de origem.

Ovos, larvas e os primeiros adultos emergidos para experimentos, foram

mantidos em condicBes seminaturais em sala de criacdo no CP, UFPR.

a) Adultos virgens

Os adultos emergidos foram utilizados para as analises quimicas iniciais e
bioensaios (de Abril & Julho/2011). As glandulas odorificas abdominais dos adultos
virgens foram dissecadas com um, dois, trés e quatro dias apés a emergéncia e
mantidas em hexano.

Os adultos virgens foram treinados individualmente, apdés 24h da
emergéncia, para a utilizagao de recipiente plastico com a dieta artificial, que simula
uma flor (FIGURA 23A). O recipiente foi adaptado ao suporte do frasco envolvido por
tecido poroso de onde os mesmos eram retirados para os experimentos (FIGURA
23B).

FIGURA 23. A, alimentacao artificial de adultos na sala de criagdo. B, adultos de H. erato phyllis
mantidos na sala de criagéo.
FONTE: O autor (2012).
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b) Os acasalamentos

Obedeceu-se as necessidades da espécie para 0 comportamento de corte
descrito em Klein e Aradjo (2010). Machos capturados na mata nativa do CP da
UFPR foram colocados individualmente na area de reproducdo, que em média

continha cinco fémeas, possibilitando-se os acasalamentos (FIGURA 24).

FIGURA 24. Copula de adultos de H. erato phyllis na area de reproducéo do insetario.
FONTE: O autor (2012).

Imediatamente apdés o cruzamento suas glandulas odorificas abdominais

eram dissecadas e mantidas em hexano.

3.2 Procedimentos analiticos e analises Quimicas

3.2.1 Extracéao por solvente

3.2.1.1 Dissecacéo

Objetivo (s): dissecar as glandulas odorificas abdominais de adultos virgens

e acasalados para preparacao dos extratos.
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As glandulas odorificas abdominais do macho e da fémea, virgens e

acasalados foram dissecadas em estereomicroscopio Quimis®.

As glandulas das valvas do macho foram obtidas a partir da seccédo das
valvas, que foram mantidas em recipiente de vidro de 2 ml, com hexano, a uma
concentracdo de 1 unidade em 50uL de hexano, durante 2h. A glandula odorifica
abdominal dorsal da fémea foi dissecada, contornando-se a sua extensdo, de
maneira que os bastdes odorificos fossem preservados e as papilas anais e placa
genital, eliminadas. A glandula odorifica abdominal da fémea acasalada foi colocada
em recipiente de vidro com hexano, a uma concentracao de 1 unidade em 50uL de
hexano, durante 2h, e da fémea virgem nas concentracdes de 1 unidade em 10uL de
hexano e de 1 unidade em 50uL de hexano. Os extratos obtidos e concentracdes
foram analisados em CG e CG-EM.

3.2.2 Métodos de analises dos extratos

3.2.2.1 Cromatografia gasosa (CG)

Objetivo: verificar a existéncia de volateis e a concentragdo dos compostos
nos extratos das glandulas odorificas abdominais de adultos virgens e acasalados,
estabelecer o tempo de maturagdo do macho através da comparagdo de
cromatogramas, e quantificar os compostos dos extratos das glandulas odorificas

abdominais do macho e fémea acasalada.

Os compostos foram analisados pelo cromatégrafo a gas, modelo Shimadzu
QP-2010 Plus, equipado com uma coluna capilar RTX-5 (30 milimetros x 0,25 mm x
0,25 milimetros) (Restek, Bellefonte, Pensilvania, EUA), com detector de ionizacdo
em chama (FID). A temperatura inicial da coluna foi de 40 °C, mantida por cinco
minutos. Apos esse tempo, a temperatura sofreu acréscimos de 7°C/min até
alcancar 270 °C, mantendo-se nesse valor por 10 minutos. O padrdo interno

utilizado foi o tetradecano na concentragao de 100ppm a 5ulL/extrato.



87

A andlise estatistica das quantificagdes dos compostos possivelmente
bioativos do macho (amostras com n=4), e a comparagdo das médias das
quantificagdes dos compostos possivelmente bioativos no macho e fémea logo apds
0 acasalamento (amostras com n=2), foram realizadas no programa R, R

Development Core Team (2011).

Os gréficos e calculo dos desvios-padrao foram realizados no programa
Excel®. Para a comparacgéao entre os dados quantitativos obtidos no estabelecimento
do tempo de maturagédo do macho, os dados foram elevados a poténcia 0,5 e apos
esta transformacdo, foi utilizado o teste Anova; as médias dos compostos
possivelmente bioativos no macho e fémea logo apds o acasalamento, ndo foram

analisados estatisticamente.

3.2.2.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Objetivo: verificar a composicdo quimica dos extratos das glandulas

odorificas abdominais.

Os compostos foram analisados pelo cromatografo a gas acoplado ao
espectrometro de massas, modelo Shimadzu QP-2010 Plus, equipado com uma
coluna capilar RTX-5 (30 milimetros x 0,25 mm x 0,25 milimetros) (Restek,
Bellefonte, Pensilvania, EUA), com detector de ionizacdo em chama (FID). A
temperatura inicial da coluna foi de 40 °C, mantida por cinco minutos. ApGs esse
tempo, a temperatura sofreu acréscimos de 7 °C/min até alcancar 250 °C,

mantendo-se nesse valor por 10 minutos.
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3.3 Atividade biolégica intraespecifica

3.3.1 Bioensaios

Objetivo: avaliar a contribuicdo do extrato das glandulas odorificas
abdominais de fémeas virgens e machos acasalados de H. erato phyllis, como
possiveis detentores de ferombnios sexuais, com base em comportamentos

observados.

Machos e fémeas virgens, apos cinco dias de maturacdo, alimentados com
dieta artificial e mantidos na sala de criacdo, foram colocados individualmente e
aleatoriamente em caixa acrilica (30 cm x 30 cm), onde foram expostos a papel filtro
(2 cm x 2 cm) no qual foram aplicados 10puL do extrato na concentragdo de 1
unidade, da glandula do sexo oposto, em 10uL de hexano, com 30s de evaporacao,
com auxilio de uma pingca. Os experimentos foram filmados em camera filmadora
JVC® GZ-HM320SUB.

Os comportamentos foram analisados com base em Klein e Araujo (2010).
Os comportamentos padronizados para identificar a bioatividade dos extratos para

machos (positivos para a corte) podem ser visualizados no (QUADRO 1):

Comportamentos de corte do macho de H. erato phyllis:

Inspecé&o em voo;

Aproxima-se da fémea e direciona o corpo para ela;

Coloca as pernas sobre as asas anteriores da fémea;

Bate as asas abertas pausada e sincronicamente ao lado da fémea;
Exposicao da androcénia (pode nao correr);

Dobra o abdome em direcéo a fémea,;

Tateia, com a espirotromba, varias regiées do corpo da fémea,;

© N o g~ w D PRF

Segue a fémea.

QUADRO 1. COMPORTAMENTOS PADRONIZADOS PARA IDENTIFICAR A BIOATIVIDADE DOS
EXTRATOS PARA MACHOS de H. erato phyllis.
FONTE: Klein e Aratjo (2010).
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Considerou-se como comportamentos padronizados para identificar a

bioatividade dos extratos para fémeas (positivos para a corte):

Comportamentos de corte da fémeade H. erato phyllis:

Pousada, separa um pouco asas posteriores das anteriores;

Vibra as asas;

Exp0be a glandula odorifica abdominal,

Contracao das asas fechadas;

Rotacdo sem deslocamento, mudando a posi¢cado em dire¢cdo ao macho;

Afastamento, voos de curta duracao;

N o o bk~ w0 DN

Pousada, abre e separa as asas, expondo as margens dorsais das asas

anteriores e posteriores.

QUADRO 2. COMPORTAMENTOS PADRONIZADOS PARA IDENTIFICAR A BIOATIVIDADE DOS
EXTRATOS PARA FEMEAS de H. erato phyllis.
FONTE: Klein e Araujo (2010).

Foi utilizado o programa R, R Development Core Team (2011), para analise

estatistica dos dados (teste qui-quadrado).

3.3.2 Cromatografia gasosa acoplada a detector de eletroantenograma (CG-
EAD)

Objetivo: avaliar o extrato das glandulas odorificas abdominais de fémeas
virgens e machos acasalados de H. erato phyllis, como possiveis detentores de

feromdnios sexuais, com base em eletroantenografia.

Extratos de glandulas de fémeas virgens e machos acasalados, na
concentragéo de 1 unidade em 50puL de hexano foram analisados por um sistema de
cromatografia gasosa acoplada a eletroantenografia (CG-EAD). Foi utilizado um
cromatografo de fase gasosa Shimadzu GC-2010 acoplado a um sistema de

deteccdo eletroantenogréfica Syntech (Hilversum, Holanda) (FIGURA 25A). Uma
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coluna RTX®-5 (30m X 0,25mm d.i. X 0,25um de espessura de filme; Restek
Chromatography Products, EUA) foi utilizada. Foram injetadas aliquotas de 1uL em
modo splittess com a temperatura do injetor a 250°C, com a temperatura do forno
mantida a 40°C por 5min, aumentada para 270°C em uma velocidade de 10°C.min-
1, sendo mantida nesta temperatura por 10 min. O gas Hélio foi empregado como
gas de arraste, com um fluxo de 1 ml.min-1. O fluxo oriundo da coluna foi dividido
em uma razédo 1:1, com uma parte indo para o detector de ionizacdo em chama
(FID), (temperatura de 270°C), e a outra parte indo para a linha de transferéncia
aquecida e com uma corrente de ar umidificado (300 ml.min-1) que ia diretamente
para a antena dos insetos. Dois eletrodos de a¢o inox, com gel condutor (Signa gel,
Parker Labs., EUA) foram utilizados para fixagdo da antena (FIGURA 25B). As
informacbes geradas foram processadas utilizando-se o programa Syntech CG-
EAD32 (verséo 4.6).

FIGURA 25. A, CG acoplado a detector eletroantenografico (CG-EAD). B, antena de adulto de H.
erato phyllis fixada com gel condutor a dois eletrodos de a¢o inox do sistema de cromatografia
gasosa acoplada a detector eletroantenografico (CG-EAD).

FONTE: O autor (2011).

3.4 Localizagdo e morfologia externa

Objetivo: caracterizar a localizacdo e a morfologia externa das glandulas

odorificas abdominais em adultos através de analises de estereomicroscopia
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acoplada a camara clara, estereomicroscopia acoplada a camara fotografica, e

microscopia eletronica de varredura (MEV).

A localizagc&do das glandulas odorificas abdominais nos adultos de H. erato
phyllis foi analisada em estereomicroscopio Zeiss® STEMI SV6 acoplado a camara
clara (FIGURA 26A). Abdomes de macho e fémea foram imersos em uma solucao
de KOH 10% (hidroxido de potassio) e fervidos em banho-maria durante
aproximadamente 4-5 minutos. Uma vez fervidas, as pecas foram limpas com auxilio
de um pincel. Posteriormente ocorreu a dissec¢cdo das estruturas para confeccao
das ilustracoes (FIGURA 26B). Para a realizacdo das ilustragcdes as pecas foram
fixadas, com micro alfinetes entomologicos em placa de parafina e agua; os
desenhos foram feitos a lapis em papel ou papel vegetal; copiados em nanquim
(caneta a nanquim 0,1 para quitina, 0,05 para tecidos moles, sombreados e dobras)
com fundo iluminado para papel vegetal. Os desenhos finais foram escaneados (alta

resolucéo — 1200 dpi), com a extensao tiff.

FIGURA 26. A, estereomicroscopio Zeiss® STEMI SV6 acoplado a camara clara. B, analise em
estereomicroscopio.
FONTE: O autor (2011).

A morfologia externa das glandulas odorificas abdominais dos adultos de H.
erato phyllis foi analisada em estereomicroscépio Leica® Mz16, acoplado a camera
Leica® DFC500, com o software de fotografias, Leica® IM50-5, e de montagem,
Auto-Montagem-Pro® 5.03 Syncroscopy, e em microscopio eletrénico de varredura
Jeol® JSM 6360LV (FIGURA 27A). As fotografias obtidas de estereomicroscopio
foram feitas a partir de pecas dissecadas, e resultantes da técnica de

estereomicroscopia acoplada a camara clara, submersas em glicerina. Na
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Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV), o preparo de amostras, também é
conhecido como técnica de ponto critico e consiste em: (1) Dissecar as amostras em
tamanho pequeno, pois quanto menor o tamanho, mais amostras podem ser fixadas
sobre o suporte, e acondiciona-las em alcool 70%. (2) Desidratacdo com banhos de
alcoois, com concentracfes progressivamente mais altas, chegando ao &lcool
absoluto. (3) As amostras sdo envoltas por um papel para que ndo se percam
durante o processo de secagem no aparelho CPD 030 Baltec (FIGURA 27B), e
permanece neste por cerca de 1 hora. (4) Depois de secas, as amostras serao
fixadas no suporte para microscopia e aderidas a estes por uma fita de cobre. (5)
Metalizacdo (FIGURA 28A) dos suportes com as amostras: com um banho de ouro
(FIGURA 28B). (6) Microscopia.

FIGURA 27. A, microscépio eletrdnico de varredura Jeol® JSM 6360LV. B, aparelho CPD 030 Baltec.
FONTE: O autor (2012).

FIGURA 28. A, metalizadores. B, pecas metalizadas.
FONTE: O autor (2012).



93

4 RESULTADOS

4.1 Criagdo — manejo de adultos

a) Periodo: Periodo: Abril/2011 a Julho/2011

Foram conservados oito adultos na sala de criagdo para os bioensaios

comportamentais e analises quimicas iniciais.

Os demais adultos emergidos (de Fevereiro a Marco de 2012) foram
separados, as fémeas foram mantidas na area de reproducdo para 0s cruzamentos,
e 0s machos na area restante do insetario. Os cruzamentos tiveram em média 1h de

duracéao.

b) Periodo: Dezembro/2011 a Abril/2012

De Fevereiro a Margo de 2012 foram mantidas em média duas fémeas no
insetario. No més de Fevereiro, ocorreram posturas com maior numero de ovos, que
correspondeu as maiores temperaturas observadas. Em média emergiram
aproximadamente vinte e sete adultos, por més no periodo (GRAFICO 2). As

atividades insetario foram encerradas em Margo de 2012.
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GRAFICO 2. Dados quantitativos de ovos coletados, adultos emergidos e da média de adultos no
insetario durante o periodo de criacédo (2012).
FONTE: O autor (2012).

4.2 Extracao por solvente

4.2.1 Dissecacéo

Foram dissecadas setenta e duas glandulas odorificas abdominais dos
adultos, para as andlises quimicas, de atividade biologica intraespecifica, de
localizagdo e da morfologia externa. Foram dissecadas as duas valvas do macho
(FIGURA 29) e glandula odorifica abdominal da fémea (FIGURA 30), para cada

extrato.
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FIGURA 29. Vista posterior do abdome do macho; (asteriscos), glandulas odorificas abdominais.
Aum.= 40x. Barra= 1 mm.
FONTE: O autor (2012).

FIGURA 30. A, vista posterior e dorsal do abdome da fémea; (asterisco), glandula odorifica abdominal
extrudada de H. erato phyllis; (setas), bastdes odorificos. Aum.= 25x. B, (setas), detalhe dos bastdes
odorificos. Aum.= 40x. Barras=1 mm.

FONTE: O autor (2012).

4.2.2 Analises quimicas

Foram realizadas oito analises CG, quinze andlises CG-EM, dos extratos
das glandulas odorificas abdominais da fémea virgem (FIGURA 31), em

concentracéo de 1 unidade em 50puL de hexano, evidenciando-se que possivelmente
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ndo produzem ferombnios sexuais e compostos de alarme e defesa.
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FIGURA 31. Cromatograma do extrato da glandula odorifica abdominal da fémea virgem
(concentragdo de 1 a 50uL/glandula); (x), padréo interno (tetradecano, 100ppm a 5plL/extrato).
FONTE: O autor (2012).

Foram realizadas oito andlises CG, cinco analises CG-EM, dos extratos das
glandulas odorificas abdominais da fémea acasalada (FIGURA 32), em
concentracdes de 1 unidade em 50uL de hexano, evidenciando-se que apresenta 0s

mesmos compostos apresentados pelo macho maduro.
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FIGURA 32. Cromatograma do extrato da glandula odorifica abdominal da fémea acasalada; (1, 2, 3,
4 e 5), compostos que possivelmente possuem bioatividade; (x), padréo interno (tetradecano, 100ppm
a 5ulL/extrato).

FONTE: O autor (2012).

Foram realizadas trinta e oito andalises CG, 17 analises CG-EM, dos extratos
das glandulas odorificas abdominais do macho maduro (FIGURA 33), em
concentracfes de 1 unidade em 50uL de hexano, evidenciando-se que apresenta

um conjunto de compostos que forma um “bouquet” odorifico especifico.
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FIGURA 33. Cromatograma do extrato da glandula odorifica abdominal do macho maduro; (1, 2, 3, 4
e 5), compostos que possivelmente possuem bioatividade; (x), padréo interno (tetradecano, 100ppm a
5ulL/extrato).

FONTE: O autor (2012).

A comparacao entre cromatogramas do macho mostra que o macho adquire

0 “bouquet” odorifico em trés dias apos a emergéncia (FIGURA 34).
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FIGURA 34. Comparagéo entre cromatogramas do extrato da glandula odorifica abdominal do macho
com 1, 2 e 3 dias; (1, 2, 3, 4 e 5), compostos que possivelmente possuem bioatividade; (x), padréao
interno (tetradecano, 100ppm a 5plL/extrato).

FONTE: O autor (2012).

A andlise estatistica dos compostos possivelmente com bioatividade no
macho com um, dois e trés dias, mostra que as diferengas quantitativas observadas

nos dados de pesquisa se mantiveram nos dados transformados.

O composto um, apresentou-se estatisticamente igual nos dois primeiros
dias e diferente no terceiro dia, tanto nos dados de pesquisa (brutos) quanto nos
dados transformados (GRAFICO 3).
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GRAFICO 3. Variacdo do composto (1) um das glandulas odorificas abdominais das valvas do macho
de H. erato phyllis em um, dois e trés dias; dados transformados. Anova, p<0,05, F=107.0, GL=2.

FONTE: O autor (2012).

O composto dois apresentou-se estatisticamente igual nos dois primeiros

dias e diferente no terceiro dia, tanto nos dados de pesquisa (brutos) quanto nos

dados transformados (GRAFICO 4).
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GRAFICO 4. Variacdo do composto (2) dois das glandulas odorificas abdominais das valvas do
macho de H. erato phyllis em um, dois e trés dias; dados transformados. Anova, p<0,05, F=34.8,

GL=2.
FONTE: O autor (2012).

O composto trés apresentou-se estatisticamente igual nos dois primeiros

dias e diferente no terceiro dia, tanto nos dados de pesquisa (brutos) quanto nos

dados transformados (GRAFICO 5).
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GRAFICO 5. Variacdo do composto (3) trés das glandulas odorificas abdominais das valvas do
macho de H. erato phyllis em um, dois e trés dias; dados transformados. Anova, p<0,05, F=384,

GL=2.
FONTE: O autor (2012).

O composto quatro apresentou-se estatisticamente igual nos dois primeiros

dias e diferente no terceiro dia, tanto nos dados de pesquisa quanto nos dados

transformados (GRAFICO 6).
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GRAFICO 6. Variagdo do composto (4) quatro das glandulas odorificas abdominais das valvas do
macho de H. erato phyllis em um, dois e trés dias; dados transformados. Anova, p<0,05, F=13,2,

GL=2.
FONTE: O autor (2012).

O composto cinco apresentou-se estatisticamente diferente nos trés dias,

nos dados de pesquisa e nos dados transformados (GRAFICO 7).
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GRAFICO 7. Variagdo do composto (5) cinco das glandulas odorificas abdominais das valvas do
macho de H. erato phyllis em um, dois e trés dias; dados transformados. Anova, p<0,05, F=7,9, GL=2.
FONTE: O autor (2012).

A andlise comparativa de cromatogramas da fémea virgem, fémea
acasalada e macho acasalado (FIGURA 35), com concentracdo de uma unidade em
50uL de hexano, exibe a transferéncia de compostos possivelmente com efeito

antiafrodisiaco, do macho para a fémea apos o acasalamento.
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FIGURA 35. Comparacéo entre cromatogramas do extrato da glandula odorifica abdominal da (Fv),
fémea virgem; (Fa), fémea acasalada; e (Ma) macho acasalado, logo ap6s o acasalamento; (1, 2, 3, 4
e 5), compostos que possivelmente possuem bioatividade; (x), padréo interno (tetradecano, 100ppm a
5ulL/extrato).

FONTE: O autor (2012).
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A analise comparativa de cromatogramas do macho e fémea, logo apds o
acasalamento (FIGURA 36), mostra que na fémea a quantidade de volateis é

sempre maior.
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FIGURA 36. Comparacao entre cromatogramas do extrato da glandula odorifica abdominal; (Ma),
macho acasalado; (Fa), fémea acasalada, logo apés o acasalamento; (1, 2, 3, 4 e 5), compostos que
possivelmente possuem bioatividade; (x), padréo interno (tetradecano, 100ppm a 5uL/extrato).
FONTE: O autor (2012).

A comparacdo das médias das amostras (n=2) mostra que logo apés o
acasalamento existe uma diferenca quantitativa entre os compostos um (GRAFICO
8), dois (GRAFICO 9), trés (GRAFICO 10), quatro (GRAFICO 11) e cinco (GRAFICO
12), no macho e fémea. Os graficos mostram que apdés o acasalamento a fémea

apresenta uma quantidade maior de volateis que o0 macho em todos 0s compostos.
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GRAFICO 8. Quantidade média do composto um das glandulas odorificas abdominais do macho e da
fémea de H. erato phyllis, logo apés o acasalamento.
FONTE: O autor (2012).
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GRAFICO 9. Quantidade média do composto dois das glandulas odorificas abdominais do macho e
da fémea de H. erato phyllis, logo ap6s o acasalamento.
FONTE: O autor (2012).
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GRAFICO 10. Quantidade média do composto trés das glandulas odorificas abdominais do macho e
da fémea de H. erato phyllis, logo ap6s o acasalamento.
FONTE: O autor (2012).
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GRAFICO 11. Quantidade média do composto quatro das glandulas odorificas abdominais do macho
e da fémea de H. erato phyllis, logo apés o acasalamento.
FONTE: O autor (2012).
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GRAFICO 12. Quantidade média do composto cinco das glandulas odorificas abdominais do macho e
da fémea de H. erato phyllis, logo apds o acasalamento.
FONTE: O autor (2012).
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4.3 Atividade biolédgica intraespecifica

4.3.1 Bioensaios

Foram realizados dez testes nos quais, cinco fémeas virgens e cinco
machos virgens, foram expostos a volateis do extrato da glandula odorifica

abdominal do sexo oposto.

Comportamentos observados

Os machos nao apresentaram nenhum dos comportamentos de corte para o
extrato da fémea virgem. Conclui-se que a glandula odorifica abdominal da fémea

virgem néo produz volateis de feromo6nio sexual.

As fémeas apresentaram 0S seguintes comportamentos de corte para o
extrato do macho maduro: pousada, separa um pouco asas posteriores das
anteriores (60%), vibra as asas (60%) e contrai as asas fechadas (100%) (FIGURA
37). O numero de individuos com resposta aos volateis do extrato foi analisado pelo
teste qui-quadrado (TABELA 1).

Os comportamentos de expor a glandula odorifica abdominal, rodar sem
deslocamento, mudar a posicdo, voos de curta duracdo, pousar, abrindo e
separando as asas, e expor as margens dorsais das asas anteriores e posteriores

nao foram observados.

FIGURA 37. Imagem de fémea virgem sendo exposta aos volateis da glandula odorifica abdominal de
macho maduro de H. erato phyllis; (asterisco), papel filtro com o extrato.
FONTE: O autor (2011).
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TABELA 1. ATIVIDADE BIOLO(}ICA INTRAESPECIFICA DO EXTRATO DA
GI:ANDULA ODORIFICA ABDOMINAL DO MACHO OBSERVADA EM
FEMEAS VIRGENS DE Heliconius erato phyllis

Com resposta Sem resposta

Ne° de individuos 5* 0

* Diferenca estatisticamente significativa (X° = 5, p<0.05).
FONTE: O autor (2012).

4.3.2 Cromatografia gasosa acoplada a detector eletroantenografico (CG-EAD)

Foi testada a atividade bioldgica dos compostos de extratos de fémea virgem
(concentragao de 1 a 10uL/glandula) e de macho maduro (concentragcéo de 1 a 50

uL/glandula) para machos maduros e fémeas virgens.

Foram realizadas vinte e quatro analises em CG EAD do extrato da fémea e
antena do macho, onde ndo se observou resposta da antena do macho (FIGURA
38).

Antena do macho maduro

Extrato da glandula odorifica abdominal da fémea virgem

FIGURA 38. Detalhe de eletroantenograma de resposta da antena do macho maduro para o extrato
da glandula odorifica abdominal da fémea virgem; (x), padrédo interno (tetradecano, 100ppm a
5ulL/extrato).

FONTE: O autor (2012).

Foram realizadas cinquenta e duas analises em CG EAD do extrato do
macho maduro e antena da fémea virgem, onde se observou resposta da antena da

fémea para o composto cinco (FIGURA 39), com tempo de retencéo de + 23,02 min.
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FIGURA 39. Detalhe de eletroantenograma de resposta da antena da fémea virgem para o extrato da
glandula odorifica abdominal do macho maduro; (5), composto com atividade biologica (IR= + 23,02
min); (x), padrdo interno (tetradecano, 100ppm a 5uL/extrato).

FONTE: O autor (2012).

Foram realizadas vinte analises em CG EAD do extrato da fémea acasalada
e antena do macho maduro, onde se observou indicios de resposta da antena do
macho maduro para os compostos dois, trés, quatro e cinco, dependendo-se de

mais dados para confirmar esta informacéao.

4.4 Caracterizacéo - Localizacdo e morfologia externa das Glandulas

Odorificas Abdominais

4.4.1 Localizagao

441.1 Fémea — Abdome

Abdome longo e delgado, caracteristico do grupo Heliconius Kluk, 1780,
composto de dez segmentos, sendo que nestas fémeas o segmento VIl apresenta a
porcao dorsal exposta como uma fina banda esclerotizada, e as demais estruturas e
segmentos IX e X sdo modificados para formar a genitalia. Cada segmento com
tergo, esterno e pleura, lateralmente na regido central da pleura estdo os espiraculos

de forma ovalada nos segmentos um a sete (FIGURA 40).
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O tergo | € menor e apresenta modificagdes quando comparado aos demais,
relacionadas a articulacdo torax-abdome. Anteriormente a barra tergo-pleural
contorna dorsalmente o espiraculo I, na porcao distal outra projecdo se une ao
esterno |, formando a barra pos-espiracular. O esterno | € estreito e com projecao
anterior delgada, que se une a extremidade anterior da barra tergo-pleural, formando

a barra pré-espiracular.
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FIGURA 40. Abdome da fémea em vista lateral; (I-VIIl), segmentos.
FONTE: O autor (2012).

A glandula odorifica abdominal encontra-se dorsalmente e lateralmente sob
0 sétimo segmento e € composta por um tecido bastante delicado, a qual pode ser
protraida ao comprimir o abdome. Esta glandula possui um processo externo no
sétimo segmento, como um pedunculo com uma estrutura em forma de leque, o
bastao odorifico, em sua porcao distal e revestido de cerdas, que provavelmente tem

a funcéo de dissipar os volateis produzidos e/ou recebidos.

4.4.1.2 Macho - Genitélia

Assim como nos demais lepidopteros, a genitalia masculina é formada pela
modificacdo do IX e X segmentos abdominais. O nono tergo origina o tegume,
semitriangular e fortemente esclerotizado, o nono esterno a projecédo do saco, em H.
erato phyllis o saco, apresenta uma longa projecdo anterior e é interligado ao
tegume pelo braco do saco, que se estende até a base do tegume, além de possuir

uma projecdo lateral sobressalente. O décimo tergo origina o unco, alongado e
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fusionado ao tegume, embora se possa visualizar um limite entre estes escleritos, o
décimo esterno origina o gnato que sustenta o tubo anal envolvendo-o ventralmente
(FIGURA 41A). Ao centro localiza-se o pénis, e lateralmente as valvas, que segundo
Niculescu (1973), séo formadas pelas membranas intersegmentares IX-X, simples,
simétricas, formato triangular e com porcdo dorsal dilatada e espinhos na porcéo
distal, na porcdo centro mediana na regido interna da valva ha a glandula odorifica,
como uma bolsa transldcida inflada e de um tecido muito fino e delicado, revestida
por cerdas longas que provavelmente possuem a funcdo de dissipar volateis
(FIGURA 41B).
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FIGURA 41. A, ilustragcdo esquematica da genitélia do macho. B, valva, face interna e externa.
FONTE: O autor (2012).

4.4.2 Morfologia externa

4.4.2.1 Fémea

A glandula apresenta-se na forma de um saco amarelo, levemente bilobado

entre os segmentos VIl e VIII, os dois lobos separados na sua superficie por area
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esclerotinizada. A glandula é extrudada por presséo hidrostética interna, exibindo
dois bastdes odorificos laterais (FIGURA 42A), que possuem conexao com as
laterais da glandula onde estéo os lobos do saco (FIGURA 42B), correspondentes
(FIGURA 42C).

FIGURA 42. A, bastéo odorifico da glandula odorifica abdominal da fémea de H. erato phyllis (seta),
lobo do saco glandular mostrando as proje¢Bes translicidas (asterisco). Aum.= 25x. B, lobos
recolhidos, vista interna. Aum.= 32x. C, lobo do saco glandular mostrando conexdo com bastao
odorifico. Aum.= 40x. Barras= 1 mm.

FONTE: O autor (2012).

A superficie dos lobos é coberta por pregas com projecdes translucidas
(FIGURA 43A); os lobos sao delimitados por area esclerotinizada (FIGURA 43B).
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FIGURA 43. A, detalhe das proje¢des translicidas. B, os dois lobos do saco glandular separados na
sua superficie por area esclerotinizada (asterisco).
FONTE: O autor (2012).

O bastdo odorifico apresenta uma base alargada que afila em direcdo a
extremidade; na sua por¢cdo mediana, dobra-se aproximadamente 90° e afasta-se na
sua porcéo distal quase 30° da lateral do corpo da glandula (FIGURA 44A), expondo
na sua extremidade uma estrutura em forma de leque revestida de cerdas, quando a
glandula é inflada (FIGURA 44B).

FIGURA 44. A, glandula odorifica abdominal em vista lateral, bastdo odorifico (seta). B, detalhe do
basté@o odorifico.
FONTE: O autor (2012).

Os bastdes odorificos e projecdes translicidas tem possivelmente a fungéo

de receber e/ou dissipar volateis.
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4.4.2.2 Macho

A glandula, corresponde a um bolso cheio de secre¢do, em forma de harpa
na face interna das valvas. O orificio para eliminacdo da secrecdo, descrito por
Eltringham (1925) como um orificio alongado em H. erato Linnaeus 1758, em H.
erato phyllis encontra-se preenchido por cerdas longas e transllicidas (FIGURA
45A). A transferéncia dos odores antiafrodisiacos as fémeas provavelmente se da
por contato entre as cerdas das valvas do macho com o saco amarelo da glandula
odorifica abdominal da fémea. Na extremidade afilada e queratinizada da face
interna da valva sdo encontrados denticulos, arranjados em conjunto de trés

unidades, com aproximadamente vinte conjuntos encaixados inicialmente (FIGURA

45B).

FIGURA 45. A, valva do macho de H. erato phyllis mostrando as cerdas translicidas (seta), Aum.=
40x, Barra= 1 mm. B, detalhe da extremidade afilada e queratinizada da face interna da valva com
denticulos.

FONTE: O autor (2012).
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5 DISCUSSAO

Os resultados das analises quimicas mostram que o macho transfere todo o
“bouquet” odorifico das suas glandulas odorificas abdominais das valvas para a
glandula odorifica abdominal da fémea, que assim adquire o0 mesmo odor das
glandulas das valvas dos machos sendo possivelmente percebida como macho
pelos coespecificos, quando expde o saco glandular e os bastées odorificos, na
aproximacao coespecificos e situagdes de manipulagdo; podendo ser usada em
situacdes de defesa. As glandulas odorificas abdominais das valvas dos machos, de
acordo com o método utilizado de cromatografia gasosa, apresentam uma
composi¢cdo quimica com algumas semelhangas e diferengas com a apresentada
por H. melpomene (dentre as espécies do género com resultados cromatograficos
publicados). Foram detectados cinco compostos que possivelmente tenham
atividade bioldégica intraespecifica e interespecifica. Com menores tempos de
retengdo, dois compostos, um e dois (1 e 2) sdo observados inicialmente, acredita-
se que possivelmente estejam envolvidos em comunicagdo de alerta e defesa
interespecifica. O composto trés (3), 0 mesmo composto descrito como [3-ocimeno,
antiafrodisiaco para H. melpomene. O composto quatro (4), possivelmente muito
semelhante aos compostos um e dois (1 e 2), e provavelmente envolvido também
com o alarme e defesa. O composto cinco (5) foi o composto com resposta
eletroantenografica significativa da fémea virgem para o extrato do macho maduro,
corroborada pelos resultados obtidos nos bioensaios com fémeas virgens.
Significando que provavelmente o composto cinco esteja relacionado com o
reconhecimento intraespecifico do macho, sendo um composto macho especifico.
Considerando-se que a evolugdo dos antiafrodisiacos em Heliconninae seja
resultado da selegao intrasexual (ESTRADA et al. 2011), a partir da competi¢ao
entre machos, conclui-se que um composto macho especifico presente no
antiafrodisiaco, também tenha evoluido através desta selecdo. Levando-se em conta
que até o momento ndo foram encontradas evidéncias de compostos macho
especificos nos buqués odorificos das glandulas odorificas abdominais de machos
de outros heliconineos; supdem-se a sua existéncia em outras espécies e

subespécies. A subespécie H erato phyllis € considerada monoandrica (KLEIN &
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ARAUJO 2010), e possivelmente o composto macho especifico liberado pelas
glandulas odorificas das fémeas, seja um dos elementos que contribuem para esta
condicdo, pois possivelmente seja percebido entre coespecificos receptores. H.
erato assim como H. erato phyllis formam dormitérios comunais de modo circadino e
varias hipoteses evolutivas tentam explicar a origem do fenbmeno; dentre estas se
destaca a protegao contra predadores; a sua utilizagdo como centro de informagdes
sobre fontes alimentares, como facilitador da identificacdo de micro habitats
adequados as necessidades especificas e, como um comportamento determinado
por alguns aspectos da biologia de H. erato (ENDRINGER et al. 2004). Incluiu-se a
estas hipbéteses a possivel existéncia de composto macho especifico em
heliconineos, para a formagao de dormitérios comunais; assim reforgando a hipotese
evolutiva de origem da agregagdo pela atragdo entre os sexos somada ao
comportamento de manutencao e utilizacdo de uma area de vida restrita que
poderiam, por si sO, serem responsaveis pela agregagdao noturna (Hipotese da
inércia evolutiva), segundo Malet (1984). Robustece esta ideia o fato de que a
estimulagdo das glandulas das asas dos machos (androcbnia) faz parte do
comportamento de corte e, de que os odores das glandulas odorificas abdominais
serem mais facilmente dissipados, através de breve exibicdo, por meio da abertura
das valvas e pela protrusdo da glandula odorifica abdominal dorsal amarela. Em
insetario de criagdo seminatural foi observado que durante a copula, varios
coespecificos pousam com as asas fechadas proximo ao casal em copula. Este
comportamento, possivelmente relacionado ao odor liberado pelas gléandulas
odorificas abdominais, pode contribuir para a determinagado da origem de formacéao
dos dormitérios comunais. As analises cromatograficas mostram que a glandula
odorifica abdominal da fémea virgem n&o possui volateis de defesa e compostos
fémea especificos, resultado este corroborado pelas analises eletroantenograficas
com antenas de machos maduros e bioensaios de atividade biolégica, que né&o
mostraram resposta do macho ao extrato da fémea virgem. Nos bioensaios com
fémeas virgens o extrato das glandulas odorificas abdominais das valvas do macho
promoveu atividade biolégica com a observagao de trés comportamentos iniciais de
corte, dentre os sete caracterizados, nas fémeas testadas. Supde-se que os demais
comportamentos ndo foram observados devido a necessidade de visualizagao do
macho para as etapas de comportamento seguintes da fémea. Em teste de campo,

onde foram colocados papeis filtros com extrato das glandulas odorificas abdominais
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do macho de H. erato phyllis, pendurados por fio de linha em arvores, onde existia
uma grande variedade de borboletas, notou-se que este atraiu varias espécies de
borboletas, sendo que, em especial, uma Pieridae ficou por mais tempo sobre o
papel filtro, durante alguns instantes. Este comportamento observado sugeriu que
existam compostos interespecificos nos extratos das glandulas odorificas
abdominais de H. erato phyllis. Os resultados morfolégicos mostram que as
glandulas odorificas abdominais da fémea apresentam o mesmo padrdao morfolégico
apresentado para analises feitas em outras espécies. Excetuando-se pelo
detalhamento as projecdes translucidas da superficie de seus lobos e morfologia dos
bastbes odorificos. As glandulas odorificas abdominais das valvas do macho
apresentam resultado relatado pela primeira vez, que descreve as cerdas longas e
translucidas que partem do orificio da glandula. Propde-se que a transferéncia de
volateis para a gléandula odorifica abdominal da fémea se dé por contato desta com
as cerdas longas da glandula odorifica abdominal das valvas dos machos e que os
denticulos existentes na regido apical da face interna das valvas auxilie na fixagao
da valva sobre a glandula odorifica da fémea. A contribuigdo das glandulas
odorificas abdominais para o sucesso adaptativo da subespécie é sugerido pela total
transferéncia do “bouquet” odorifico do macho para a fémea, que dentre todos os
beneficios para a fémea e macho acasalado relatados na literatura, acrescenta-se a
possivel transferéncia de composto macho especifico que além da funcdo sexual
adicionaria as caracteristicas de promover a monandria, que permite maior
sobrevivéncia da fémea e a formacao dos dormitérios comunais cuja fungéo ainda

nao esta definida.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

As glandulas prosternais da larva de H. erato phyllis, objetos de estudo do
capitulo I, abrem como perspectivas de trabalho futuro, uma investigacdo sobre a
funcdo da glandula impar e sobre a existéncia das glandulas prosternais em outras
espécies da familia Nymphalidae. A glandula impar ndo teve sua funcédo desvendada
no estudo. A partir disto bioensaios podem ser aplicados e a morfologia das cerdas
no entorno da fenda da glandula também deve ser investigada. A analise quimica
das secrecoes, realizada por profissionais da area quimica, confirmard ou nao
resultados obtidos em outras espécies. A existéncia das glandulas em outras
espécies € incipiente; e sua averiguacdo trar4, possivelmente, novos dados que

contribuirdo para a analise filogenia de Lepidoptera.

As glandulas odorificas abdominais dos adultos de H. erato phyllis, objetos
de estudo do capitulo I, apresentam como etapa futura de estudo a anélise quimica
dos seus compostos, realizada por profissionais da area quimica. Testes de
eletroantenografia que clarifiquem a relagéo intraespecifica entre o macho e a fémea
acasalada, pois os resultados obtidos mostraram apenas alguns indicios dos
compostos bioativos, e que esclarecam a bioatividade interespecifica observada em
campo. A andlise morfologica, em MO e MET, contribuird para elucidacao da fungéo

dos bastfes odorificos e producado de secrecao pelas valvas do macho.

Proposta de estudo sobre a existéncia das glandulas prosternais,
funcdo da glandula prosternal impar da larva e relagfes
interespecificas envolvendo feroménios emitidos pelas glandulas
odorificas abdominais do adulto, em Nymphalidae

A andlise morfolégica das glandulas prosternais em diferentes espécies de
Nymphalidae é crucial para a correcdo das multiplas denominacdes e para, talvez,

contribuir para a reestruturacdo da filogenia do grupo. O isolamento da secrecéo da
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glandula impar e sua analise quimica sdo fundamentais para qualquer proposta de
bioensaio. Para a o estudo das relacdes interespecificas relacionadas com os
volateis emitidos pelas glandulas odorificas das fémeas acasaladas e machos
maduros propde-se inicialmente a analise quimica dos seus compostos, e testes de
bioatividade a partir de andlises eletroantenograficas entre heteroespecificos, que

compartilhem uma mesma area fisica.
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TABELA 2. RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS OBSERVADAS NA FEMEA DE Heliconius erato
phyllis PARA O EXTRATO DA GLANDULA ODORIFICA ABDOMINAL DO MACHO

nO

Fémeas

Com resposta (Comportamentos de Corte)

Sem resposta

01
separa
um pouco
asas

02
Vibra as
asas

03
Expde a
glandula

04
Contracao
das asas

05
Rotacéo

06
Voos
curtos

07
abre e
separa as
asas

Nenhum dos
comportamentos de corte

4

5

+

+

+

+

+

+

+

+

+

(+) comportamento positivo para o papel filtro com o extrato da glandula odorifica abdominal do

macho.

FONTE: O autor (2012).

TABELA 3. QUANTIDADE MEDIA DOS COMPOSTOS POSSIVELMENTE BIOATIVOS DOS
EXTRATOS DAS GLANDULAS ODORIFICAS ABDOMINAIS DO MACHO DE
Heliconius erato phyllis EM UM, DOIS E TRES DIAS.

Numero de dias

Composto 1 3
1 +4.4ng +26.3ng +347.6 ng
2 +0.5ng +11.0ng +67.7 ng
3 + 0.4 ng +13.0ng +650.0 ng
4 +1.0 ng +21.9ng +205.3 ng
5 +0.5ng +4.3ng +22.4ng

(ng), nanogramas; amostras n=4; dados de pesquisa.
FONTE: O autor (2012).



TABELA 4. QUANTIDADE MEDIA DOS COMPOSTOS POSSIVELMENTE BIOATIVOS
DOS EXTRATOS DAS GLANDULAS ODORIFICAS ABDOMINAIS DO
MACHO e da FEMEA DE Heliconius erato phyllis LOGO APOS O

ACASALAMENTO.
Adultos
Composto Macho Fémea
1 + 170,95 ng +801,0 ng
2 +121,45 ng +925,9 ng
3 +532,1 ng +2982,6 ng
4 + 77,95 ng + 1580,95 ng
5 + 0,05 ng +55,0 ng

(ng), nanogramas; amostras n=2; dados de pesquisa.
FONTE: O autor (2012).
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