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RESUMO

Dentre os semioquimicos, os volateis constitutivos e de defesa de Passiflora
edulis e os ferombnios afrodisiacos e antiafrodisiacos de Heliconius erato phyllis,
Heliconius ethilla narcaea e Heliconius besckei sdo estudados devido as interagdes
comportamentais, entre estes seres vivos, observadas em campo. Passiflora edulis é
uma passifloracea, planta hospedeira das borboletas foco deste estudo. Os
heliconineos interagem quimicamente através dos volateis de secregdes glandulares
de 6rgaos produtores de odor, como as androcOnias e as glandulas odoriferas
abdominais. Considerando o exposto, o presente estudo apresenta os compostos
quimicos volateis presentes nos bouquets odoriferos relacionados a defesa da planta
contra o herbivoro, oviposicdo e dano mecanico, de atragdo sexual entre os
lepidépteros, durante a corte e no acasalamento pupal, e de repulsdo sexual de
machos pelas fémeas acasaladas. As implicacbes decorrentes da composig¢ao
estrutural, similaridades e diferencas existentes nos bouquets, comportamentos
observados e morfologia dos 6rgaos associados sao analisadas a luz da ecologia
quimica. A abordagem metodoldgica partiu de uma revisao bibliografica sobre os temas
abordados e consistiu em analises quimicas de cromatografia em fase gasosa,
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas; analises
morfolégicas de microscopia Optica, eletronica de varredura e de transmissao; analises
comportamentais através de bioensaios; e analises eletroantenograficas. Como
resultado, verificou-se que P. edulis emite principalmente terpenos, em maior
quantidade, 24h apds a herbivoria das larvas de H. erato phyllis. As glandulas
odoriferas abdominais de H. erato phyllis, H. ethilla narcaea e H. besckei emitem (E)-[3-
ocimeno o composto comum a estes lepiddpteros, sendo potencialmente um composto
antiafrodisiaco interespecifico. Em H. erato phyllis os volateis sdo antiafrodisiacos e em
H. ethilla narcaea e H. besckei nao foi possivel associa-los até a presente data a sua
funcao através de bioensaios e andlises eletroantenograficas. A analise morfologica da
bolsa odorifera abdominal da fémea dos heliconineos estudados e a quantificacao dos
compostos quimicos equivalente mostraram que devido ao tamanho e quantidade das
cisternas ou tanques presentes nos lobos da bolsa, pode ocorrer um maior ou menor
desempenho na fungéo antiafrodisiaca. A analise morfolégica da androcénia do macho
e a quantificagdo dos compostos quimicos mostraram que devido ao tamanho das
escamas androconiais e quantidade de vesiculas e espagos vazios no interior da
escama, podem existir diferentes condigdes de armazenamento da secregédo de
feroménio que irdo provavelmente interferir na fungéo afrodisiaca.

Palavras—chave: Androcbnia. Borboletas. Ecologia quimica. Glandulas odoriferas
abdominais. Semioquimicos de plantas.



ABSTRACT

Among the semiochemicals, the constitutive and defense volatiles of
Passiflora edulis and the aphrodisiac and anti-aphrodisiac pheromones of Heliconius
erato phyllis, Heliconius ethilla narcaea and Heliconius besckei are studied due to the
behavioral interactions among these living beings observed in the field. Passiflora edulis
is a host plant of the butterflies, the focus of this study. Heliconians interact chemically
through the volatiles of glandular secretions of odor-producing organs, such as
andoconia and abdominal scent glands. Considering what has been stated above, the
present study investigates the volatile chemical compounds found in the odoriferous
bouquets related to plant defense against herbivores, oviposition and mechanical
damage and to sexual attraction between Lepidoptera during pupal courtship and
mating, and the sexual repulsion of males by mated females. The implications of
structural composition, similarities and differences in the bouquets, observed behaviors
and morphology of the associated organs are analyzed in the light of chemical ecology.
The methodological approach was based on a bibliographical review of the topics in
question and consisted of chemical analyses of gas chromatography, gas
chromatography coupled with mass spectrometry, morphological analyses of light
microscopy, scanning and transmission, behavioral analysis through bioassays and
electroanthenographic analysis. As a result, it was verified that P. edulis mainly emits
terpenes, in greater quantity, 24h after the herbivory of the H. erato Phyllis larvae. The
abdominal scent gland of H. erato phyllis, H. ethilla narcaea and H. besckei emit (E)-3-
ocimene, potentially being an interspecific anti-aphrodisiac compound. In H. erato
phyllis the volatiles are anti-aphrodisiac and in H. ethilla narcaea and H. besckei it was
not possible to associate them to date with their function through bioassays and
electroanthenographic analyzes. The morphological analysis of the abdominal odor sac
of the female heliconians under study and the quantification of the equivalent chemical
compounds showed that due to the size and quantity of the cisterns or tanks present in
the pouch lobes, a greater or lesser performance in the anti-aphrodisiac function may
occur. The morphological analysis of the male androconia and the quantification of the
chemical compounds showed that due to the size of the androconia scales and the
number of vesicles and voids within the scale, different storage conditions of the
pheromone secretion may exist that will probably interfere with the aphrodisiac function.

Keywords: Abdominal odoriferous glands. Androconia. Butterflies. Chemical ecology.
Plants semiochemicals.
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INTRODUGAO GERAL

As informagdes quimicas presentes nas relagbes entre planta-inseto e
inseto-inseto podem ser evidenciadas nas interagdes comportamentais observaveis.
Entre lepidopteros coespecificos e heteroespecificos podem ser observadas
interacdes, por exemplo, em voos de aproximacgao e afastamento, alternados por longo
periodo de tempo ou nao, aproximagcdo em situacbes em que um espécime
heteroespecifico ou coespecifico €& confinado, ou em situacbes associadas a
reproducao, etc. A existéncia dos infoquimicos atuando na comunicagao entre plantas
e lepiddépteros, pode ser observada, por exemplo, na aproximagdo durante a
alimentagao quando o lepidoptero procura pélen e néctar de flores, na oviposigao, etc.
Nas pesquisas que envolvem a etologia, os comportamentos geralmente sao
analisados em ambientes monitorados e de confinamento (como por exemplo em:
GRONING & HOCHKIRCH, 2008; NIEBERDING et al., 2008; CRUZ & EIZAGUIRRE,
2015). Foram observados comportamentos interativos entre as borboletas foco deste
estudo, em condi¢cbes naturais de campo. Os lepidopteros estudados ocupam uma
grande area em comum da Mata Atlantica, Brasil (Parte do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana, Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo) (ROSSER
et al.,, 2012) (FIGURA 1).

FIGURA 1 - MAPA DO BRASIL MOSTRANDO ALGUNS ESTADOS E A REGIAO DE OCORRENCIA
COMUM (AREA PONTILHADA) DOS TRES LEPIDOPTEROS ESTUDADOS

Y

»:

FONTE: Adaptado de Fundagédo SOS Mata Atlantica e Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE),

2017; e de Rosser et al., 2012 (area em amarelo).

Apos a observacdo dos comportamentos de interagdo, procuraram-se

evidéncias de interagbes quimicas entre estes insetos, e entre estes e o meio
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ambiente, obtendo-se primeiramente uma visdo macroscopica do cenario para

posteriormente distinguirem-se as relagdes quimicas.

Estas ultimas inicialmente ocultas e muitas vezes imperceptiveis aos seres
humanos, mas nao por isso menos importantes. Verifica-se que muitas das fungoes
vitais dos insetos ocorrem gragas aos compostos organicos volateis (COVs) que
quando emitidos vao sinalizar a fonte alimentar, a localizagdo de possiveis
companheiros sexuais, permitir a defesa contra inimigos, o reconhecimento de
coespecificos e heteroespecificos e emitir sinais de alerta e de perigo (ZARBIN et al.,
2009; SILVA et al. 2012). Os volateis, quando chegam aos destinatarios, podem
desencadear respostas funcionais que permitirdo uma comunicagao mais eficiente. E,
podem atingir também outros individuos, coespecificos ou heteroespecificos, ja que o
numero de individuos que se relacionam num ecossistema varia consideravelmente
dependendo da area em estudo (CORREIA & OLIVEIRA, 2000).

As matas remanescentes do bioma brasileiro Mata Atlantica sé&o
representadas por uma vegetagao caracteristica presente desde a regido sul até o
nordeste do Brasil (REGINATO et al., 2008), onde encontra-se uma grande variedade
de lepidopteros que possuem um papel importante na polinizagdo e como
bioindicadores (OLIVEIRA et al.,, 2014). Dentro deste panorama em uma area
representativa de Mata Atlantica, a reserva biolégica Mata Viva (REGINATO et al.,
2008), localizada no Campus Politécnico (CP) da Universidade Federal do Parana
(UFPR), Curitiba, Parand, encontra-se uma amostra significativa de lepidopteros e suas
respectivas plantas hospedeiras. Dentre as familias de lepidépteros encontradas
destaca-se a familia Nymphalidae que € composta por borboletas especialistas, com
cerca de 6000 espécies descritas até agora. Algumas sinapomorfias da familia
Nymphalidae séo relevantes, como a presenga de ranhuras alongadas (carenas) ao
longo da parte inferior de todos os segmentos das antenas e por terem o primeiro par
de pernas atrofiadas (constituindo "pernas de limpeza" particularmente nos machos) na
forma de pequenas escovas. Assim sendo as borboletas da familia Nymphalidae se
apoiam sobre quatro pernas e seus representantes sdo frequentemente chamados de
borboletas brush footed (WAHLBERG & BROWER, 2009). Pertencentes a familia
Nymphalidae, Heliconius erato phyllis (Fabricius, 1775), Heliconius ethilla narcaea
Godart, 1819, e Heliconius besckei Ménétries, 1857 (Nymphalidae, Heliconiinae;
Heliconiini) (FIGURA 2), apresentam comportamento interativo em observagdes de
campo e foram, portanto, escolhidas como objetos deste estudo.
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FIGURA 2. VISTA DORSAL (vd) E VISTA VENTRAL (vv), RESPECTIVAMENTE, DE MACHOS DE (1A)

Heliconius erato phyllis, (1B) Heliconius ethilla narcaea e (1C) Heliconius besckei. BARRA = 10 mm

FONTE: O autor (2016).

Heliconius erato phyllis (Fabricius, 1775) é amplamente distribuida na
América do Sul, onde ocorre desde o Nordeste até o Sul do Brasil, Bolivia, nordeste da
Argentina, Uruguai e Paraguai (HOLZINGER & HOLZINGER, 1994). A subespécie
apresenta a cor preta de fundo das asas, com uma faixa vermelha, nas asas anteriores,
e uma faixa amarela, mais delgada, nas posteriores. Nas asas posteriores, na regiao
ventral e basal, existem manchas vermelhas (HOLZINGER & HOLZINGER, 1994), com
variacdo sazonal entre uma a sete, consideradas como polifenismo numérico em
estudo realizado em diferentes regides do estado de Sdo Paulo (RAMOS & FREITAS,
1999). Heliconius ethilla narcaea Godart, 1819, sao encontradas no Brasil (Bahia,
Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul). A cor basica das asas esta entre o laranja e o amarelo. A asa anterior
tem uma linha amarela mediana e continua. A area apical € preta com uma grande

superficie branca oval subapical. A asa posterior tem um cinto preto médio e
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moderadamente amplo. Heliconius besckei Ménétriés, 1857, ocorre no Brasil (Minas
Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina, registros
em Goias e Brasilia), Argentina (acima do rio Uruguai) e Bolivia (Santa Cruz de La
Sierra). A cor basica das asas esta entre o preto e 0 marrom escuro. A asa anterior
possui uma faixa vermelha larga. Na extremidade proximal desta tira, um ponto
amarelo. Asa posterior com uma faixa amarela transversal e, no fundo, uma linha
vermelha paralela @ margem anal da asa (HOLZINGER & HOLZINGER, 1994). Foram
relatadas ocorréncias na Bahia (CARDOSO, 2005).

Tais lepidopteros conhecidos como borboletas do maracuja (BROWN JR. &
MIELKE, 1972; BIANCHI & MOREIRA, 2005), utilizam passifloraceas para alimentacao
das larvas e oviposi¢cao (BENSON et al., 1976) (FIGURA 3). O género Passiflora é o
maior género da familia Passifloraceae, também conhecido como género da flor da
paixdo, do fruto da paixdo e da videira da paixdo (EUA). E composto por 525 espécies
diferentes e é encontrado na China, sul da Asia, América do Sul e Nova Guiné
(BERRY, 2018). Passiflora actinia Hooke, 1943, é a planta hospedeira encontrada no
ambiente natural dos lepidépteros e Passiflora edulis Sims, 1818, (FIGURA 2) a
espécie utilizada para estudo da interagdo planta-inseto; visto que, as preferéncias
alimentares induzidas nas larvas de Heliconius, nao sao limitadas pelo desempenho e

pela filogenia da planta hospedeira (SILVA et al., 2014).
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FIGURA 3 - RAMOS DE Passiflora edulis E ESPECIMES DE Heliconius erato phyllis.

FONTE: O autor (2017).

Por definigdo a ecologia quimica é a ciéncia que estuda a comunicagao
entre os seres vivos a partir dos semioquimicos. Os semioquimicos, produtos quimicos
bioativos, sdo produzidos pelos seres vivos em estruturas especializadas e sao
denominados de ferombnios e aleloquimicos, infoquimicos intraespecificos e
interespecificos respectivamente. Os semioquimicos interespecificos poderao
determinar um comportamento vantajoso para o emissor (alomdnios), para o receptor
(cairoménios) ou para ambos (sinoménios). Ja os intraespecificos sdo divididos em
ferombnios sexuais, de trilha, agregacao, alarme, dispersao, ataque, entre outros
(FERREIRA & ZARBIN, 1998; ZARBIN et al., 1999; ZARBIN, 2014). Delimitados os
objetos de estudo passou-se a buscar as possiveis relagdes quimicas, utilizando-se os
conceitos e ferramentas da ecologia quimica e conhecimentos sobre as plantas

hospedeiras e a etologia dos lepidopteros.
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As passifloraceas, assim como as demais plantas, defendem-se,
reproduzem-se e espalham seus descendentes e para isso desenvolveram formas
complexas de evolugéo e de interagcdo com o meio ambiente. Nas interagbes em uma
comunidade de plantas, os integrantes competem e se comunicam entre si (PIERIK,
2014) através dos volateis quimicos de comunicagao intraespecifica e interespecifica.
Com os outros seres vivos esta interagdo pode ser danosa ou benéfica, ou seja, alguns
seres vivos fazem com que a maquinaria de defesa da planta seja ativada contra eles,
e outros propiciam a polinizagao, a dispersao de sementes, a defesa contra outros
seres vivos, etc. (PIERICK et al., 2014). As defesas das plantas podem ser diretas por
meio de pelos, espinhos, toxinas, redutores de digestdo, e/ou volateis; e defesas
indiretas através do fornecimento de fontes alimentares ou producédo de substancias
volateis atraentes de inimigos de herbivoros (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013). Neste
cenario os volateis desempenham um papel crucial nas interagdes, dissuadindo
herbivoros, atraindo polinizadores, dispersores de sementes e/ou inimigos carnivoros
de herbivoros (PIERIK et al., 2014). Os semioquimicos, em especial nas plantas,
apresentam-se como substancias do metabolismo secundario que, na maioria das
vezes, relacionam-se com a defesa (PRICE, 1984), podendo estar envolvidas na
interacdo entre as plantas e com o segundo ou terceiro nivel trofico, atuando como

aloménios, cairoménios ou sinomdnios, dependendo do contexto ecoldgico.

Ja os lepiddpteros, mais especificamente as mariposas (Divisdo Heterocera),
sdo muito estudados em ecologia quimica devido ao fato de existirem muitas espécies
pragas da agricultura, como por exemplo, as larvas de mariposas da familia Noctuidae
(HORAS et al., 2014). Assim conhecendo-se os feroménios sexuais ou de agregagao
de uma espécie, por exemplo, pode-se montar armadilhas que irdo atrair e aprisionar
adultos, inviabilizando-se sua reproducdo. As borboletas (Divisdo Rhopalocera) sao
bastante utilizadas como modelos experimentais, como fonte de dados para avaliagdes
taxonbmicas, entre outros. Em ecologia quimica s&do investigadas devido a sua
importancia como causadoras de danos a agricultura, polinizadoras e bioindicadoras.
Algumas espécies causam seérios prejuizos ao cultivo de P. edulis, que produz o
maracuja amarelo, cujo maior produtor mundial é o Brasil (AGRIANUAL, 2017), sendo
consideradas pragas (OLIVEIRA, 1989). A maioria das espécies-praga do
maracujazeiro pertence a familia Nymphalidae (ROSSETTO et al., 1974) que o utilizam
para oviposi¢cao e alimentacédo das larvas (BROWN JR. & MIELKE, 1972; BIANCHI &
MOREIRA, 2005). As espécies mais danosas ao cultivo do maracuja amarelo s&o:
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Dione juno juno Cramer, 1779 e Agraulis vanillae vanillae Linnaeus, 1758 (ROSSETTO
et al., 1974; FADINI & SANTA-CECILIA, 2000; AGUIAR-MENEZES et al., 2002;
FANCELLI & ALMEIDA, 2002). Ja as borboletas do maracuja do género Heliconius
Kluk, 1802, apresentam como caracteristicas de interesse para a ecologia quimica, o
acasalamento pupal, a ocorréncia de androcbnia (escamas odoriferas) no macho, a
transferéncia de bouquet antiafrodisiaco do macho para a fémea durante o

acasalamento, entre outras.

Assim foram elaboradas as seguintes questbes, que o presente estudo

procurou responder:

1. A atividade dos lepiddpteros induz a produgdo de compostos organicos volateis pela

planta hospedeira?

2. A glandula odorifera abdominal, a androcbnia alar e pupas dos lepidépteros

produzem feromonios?

3. A analise destes compostos permitira estabelecer semelhancas e diferencas
quimicas entre as estruturas estudadas dos lepidopteros e entre estas estruturas e a

planta hospedeira, que permitirdo inferir sobre sua interacdo na natureza?

Portanto, a importancia do presente trabalho estd no fato de acrescentar
dados novos e relevantes para a ecologia quimica, que ressaltam a importancia da
preservagao do meio ambiente e dos lepiddpteros existentes. Estudos sobre a ecologia
quimica dos heliconineos foco deste trabalho podem servir de modelo sustentavel para
estudos em espécies que atualmente causam grandes prejuizos para o plantio de
passifloraceas e como parametro para estabelecimento de relacdes taxonémicas entre

as espécies.

A presente tese sera estruturada em trés capitulos, devido a complexidade
de cada tépico estudado. No capitulo I, a interacdo quimica planta-inseto, onde
estabeleceu-se como interagcdes a serem investigadas, a emissao de volateis pela
planta hospedeira P. edulis apds a herbivoria e a oviposigao de H. erato phyllis, apés
dano mecanico e emitidos pelas plantas controle. No capitulo Il, as interagdes quimicas
inseto-inseto — feromdnios afrodisiacos, onde foi analisada a emissdo de feromdnios
afrodisiacos pela androcénia alar dos machos e pelas pupas fémeas. E no capitulo lll,
as interagbes quimicas inseto-inseto — feromonios antiafrodisiacos, onde foi estudada a
emissdo de feromoénios antiafrodisiacos pelas glandulas odoriferas abdominais dos

lepiddpteros.
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Deste modo o objetivo geral do presente estudo é conhecer as interagdes
planta-inseto e inseto-inseto relacionados a H. erato phyllis, H. ethylla narcaea, H.
besckei e Passiflora edulis, e determinar os compostos quimicos, morfologia e etologia

relacionados, que permitem estas relacées.
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APRESENTACAO

A presente tese de Doutorado esta divida em trés capitulos:

CAPITULO I. AS INTERAGCOES QUIMICAS PLANTA-INSETO

CAPITULO 1I. AS INTERACOES QUIMICAS INSETO-INSETO — FEROMONIOS
AFRODISIACOS, (ANDROCONIA ALAR E ACASALAMENTO PUPAL)

CAPITULO Ill. AS INTERACOES QUIMICAS INSETO-INSETO — FEROMONIOS
ANTIAFRODISIACOS



Capitulo I. AS INTERAGOES QUIMICAS PLANTA-INSETO

35



36

RESUMO

CAPITULO 1. Os compostos organicos volateis (COVs) constitutivos e de
defesa de Passiflora edulis sao estudados com base na sua importdncia quando
emitidos na oviposicdo e herbivoria de lepidépteros. Os volateis podem atrair
predadores das larvas e ativar respostas em outros organismos, incluindo plantas
coespecificas. Heliconius erato phyllis foi a subespécie escolhida como modelo para
este estudo devido ao seu facil manejo e porque larvas de lepiddpteros ndo selecionam
fontes alimentares pela performance ou filogenia da planta hospedeira. E, apesar de
nao ser praga da cultura, a compreensao dos mecanismos de controle ecoldgico desta
subespécie pode fornecer meios de controle mais adequados e sustentaveis para
outras espécies danosas. Diante disso, o presente estudo apresenta os compostos
quimicos volateis presentes nos bouquets odoriferos relacionados a defesa da planta
contra o herbivoro, oviposicdo e dano mecénico. As implicagbes decorrentes da
composicao estrutural, similaridades e diferencas existentes nos bouquets, sao
analisadas a luz da ecologia quimica. A abordagem metodoldgica partiu de uma
revisdo bibliografica sobre os temas abordados e consistiu em analises quimicas de
cromatografia em fase gasosa, cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas, de volateis emitidos por mudas de P. edulis submetidas aos
tratamentos e ndo submetidas, mantidas em camaras de aeragdo. Como resultado,
verificou-se que P. edulis emite os compostos: (E)-p-ocimeno, DMNT, farneseno, (E)-p-
cariofileno, (Z)-p-farneseno, TMTT, em maior quantidade 24h apds a herbivoria pelas
larvas de H. erato phyllis. O composto (E)-p-ocimeno foi um composto encontrado nos
bouquets odoriferos das glandulas odoriferas abdominais dos heliconineos aqui
estudados, portanto sendo considerado potencialmente um composto antiafrodisiaco
interespecifico retirado da planta hospedeira.

Palavras-chave: Defesa de plantas contra herbivoros. Ecologia quimica.
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ABSTRACT

CHAPTER 1. The constitutive volatile organic compounds (VOCs) and
defense of Passiflora edulis plants are studied based on their importance when emitted
in the oviposition and herbivory of Lepidoptera. Volatiles can attract larvae predators
and activate responses in other organisms, including co-specific plants. Heliconius erato
phyllis was the subspecies chosen as the model for this study due to its easy handling
and because lepidopteran larvae do not prefer certain food sources due to the
performance or phylogeny of the host plant. Although it is not a crop pest,
understanding the ecological control mechanisms of this subspecies may provide more
adequate and sustainable means of control for other, more harmful, species. Therefore,
the present study investigates the volatile chemical compounds found in odoriferous
bouquets related to plant defense against herbivores, oviposition and mechanical
damage. The implications of structural composition and similarities and differences in
bouquets are analyzed in the light of chemical ecology. The methodological approach
was based on a bibliographical review of the topics in question and consisted of
chemical analyzes of gas chromatography, gas chromatography coupled with mass
spectrometry, volatiles emitted by P. edulis seedlings submitted and not submitted to
treatments, kept in aeration chambers. As a result, P. edulis was found to emit the
following compounds: (E)-B-ocimene, DMNT, farnesene, (E)-B-caryophyllene, (Z)-8-
farnesene, TMTT, in a larger quantity 24 h after herbivory by H. erato phyllis larvae. The
compound (E)-B-ocimene was a compound found in the odoriferous bouquets of the
abdominal scent glands of the heliconians under study, thus being potentially
considered an interspecific anti-aphrodisiac compound withdrawn from the host plant.

Keywords: Defense of plants against herbivores. Chemical ecology.
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1 INTRODUGAO

Na natureza as plantas raramente ocorrem isoladas; (PIERIK, 2014). Por
serem sésseis, estas plantas sdo dependentes de animais e outros seres vivos para
sua defesa e reproducdo (SCHOONHOVEN et al.,, 2005; PIERIK, 2014). Assim se
desenvolveram formas complexas de evolugao e de interagdo com o0 meio ambiente
(PIERIK, 2014), onde os volateis produzidos pelas plantas desempenham um papel
crucial (SCHOONHOVEN et al., 2005; DICKE & LORETO, 2010; BRUCE & PICKETT,
2011; PINTO-ZEVALLOS et al., 2013).

Os volateis de plantas podem ser induzidos pelos insetos basicamente por
oviposigao ou herbivoria. Quando uma planta sofre a agdo de um herbivoro, outros
seres vivos presentes no meio ambiente podem responder aos volateis de planta
emitidos (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013). Os compostos organicos volateis (COVs)
produzidos por plantas em resposta a herbivoria podem atrair os inimigos do herbivoro
(ARIMURA et al., 2009; PINTO-ZEVALLOS et al., 2013) e podem ativar respostas em
plantas coespecificas e outros organismos, por exemplo, atraindo ou repelindo fémeas
de lepiddpteros para oviposicao (DE MORAES et al., 2001; ZAKIR et al., 2013),
atraindo carnivoros de segundo nivel tréfico e polinizadores (DICKE & BALDWIN,
2010), e sado emitidos quando a herbivoria ocorre tanto acima quanto abaixo do solo
(RASMANN et al., 2005; DICKE & BALDWIN, 2010). Nas plantas, a oviposi¢ao por
insetos herbivoros promove a emissdo de sinais volateis, a formacédo de tecidos
necroticos e produgcdo de substancias ovicidas (HILKER & MEINERS, 2006). Na
literatura, varios estudos investigam a produg¢ao de compostos organicos volateis pelas
plantas por herbivoria e/ou oviposicdo por lepiddpteros (PARE & TUMLINSON, 1999;
FATOUROS et al.,, 2012; ZAKIR et al., 2013; HORAS et al., 2014; HATANO et al.,
2015). Muitas plantas sao capazes de discriminar entre os danos causados por insetos
herbivoros ou danos mecanicos pelo reconhecimento de elicitores presentes nas
secregdes orais dos herbivoros e avaliar a quantidade e qualidade do dano tecidual,
através do padrao, frequéncia e periodo de alimentagdo por herbivoros (WU &
BALDWIN, 2009).

As plantas da familia Passifloraceae sdo as plantas hospedeiras dos
heliconineos, uma coevolugdo que remonta ao pré-Cretaceo (EHRLICH & HAVEN,
1964). As plantas ancestrais desenvolveram diferentes estratégias contra os herbivoros
e, assim as borboletas Heliconiinae superaram essas barreiras, entraram em uma zona

de adaptagédo livre de competidores, tornando-se especialistas (SMILEY, 1985a;
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EHRLICH & RAVEN, 1964). As estratégias criadas pelas passifloraceas em resposta a
herbivoria em Heliconiinae incluem producdo de compostos toxicos e repelentes
(SPENCER, 1988; BENSON et al., 1976), modificagdes estruturais, que podem
desencorajar ou prevenir a oviposigao (WILLIANS & GILBERT, 1981; GILBERT, 1982,
1991), perfuracdo de larvas (GILBERT, 1971) e atracdo de formigas predadoras
(GILBERT, 1975; SMILEY, 1985b). Algumas das respostas de Heliconiinae para
superar as defesas das plantas sdo: A preferéncia por ovipositar no apice de gavinhas
evitando a predagao das formigas, a habilidade das larvas para revestir tricomas com
seda para evitar a perfuracao da cuticula e habilidades de visdo e memoria, que podem
ajudar as borboletas a encontrar e selecionar plantas hospedeiras (BENSON et al.,
1976). Lepiddpteros da divisdo de Heterocera, as mariposas, geralmente utilizam
compostos recentemente sintetizados para produzir sinais volateis. A divisao de
Rhopalocera, composta pelas borboletas, em contraste, utilizam frequentemente
substancias quimicas retiradas de plantas para produzir odores (BOPPRE, 1984;
SCHULZ et al., 2004). Estes compostos capturados a partir de plantas sao utilizados na

composic¢ao de substancias de defesa e feromonios.

Passiflora edulis produz o maracuja amarelo e € a planta hospedeira de
varias espécies de borboletas Nymphalidae, conhecidas como borboletas do maracuja
(BROWN JR. & MIELKE, 1972; BIANCHI & MOREIRA, 2005), comuns das planta¢des
de maracuja no Brasil (ROSSETTO et al., 1974). Heliconius erato phyllis (Fabricius,
1775) (Lepidoptera: Nymphalidae) utiliza maracujazeiros para oviposicdo e como fonte
de alimentacao das larvas (BENSON et al., 1976). Larvas de Heliconius erato phyllis,
nao possuem implicagbes com a baixa produtividade nas plantagbes de
maracujazeiros. Apesar deste fato, o presente trabalho pode fornecer um modelo de
obtencdo de meios mais adequados de tratamento de problemas relacionados a danos
a cultura do maracuja amarelo causados pelas espécies danosas, de uma maneira

mais sustentavel.

Dentro deste contexto, o presente capitulo tem como objetivo geral
apresentar os volateis constitutivos de P. edulis, na planta sadia, os volateis induzidos
por herbivoria e oviposicdo de H. erato phyllis, bem como fornecer um modelo
sustentavel de obtengao de dados de ecologia quimica para futura aplicagdo no manejo

integrado de pragas.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Investigar a composi¢céo quimica dos volateis de Passiflora edulis emitidos por plantas
sem tratamento (controle) e submetidos a herbivoria e oviposicdo de Heliconius erato
phyllis e a danos mecanicos; e suas possiveis implicagbes como constituintes dos

feromonios dos lepidopteros.

1.2.2 Os objetivos especificos

Coletar, extrair e identificar COVs de Passiflora edulis.
Determinar os volateis emitidos pela planta sem tratamento.

Determinar os volateis induzidos por herbivoria, oviposi¢ao (H. erato phyllis) e danos

mecanicos.

Quantificar os compostos volateis nas diferentes condigbes determinadas (controle,

danos mecanicos, herbivoria e oviposi¢ao).

Determinar qual ou quais tratamentos sdo responsaveis pela comunicacdo de defesa

da planta.

Especular sobre quais sdo os compostos constituintes da planta hospedeira que

possivelmente originaram compostos constituintes dos feroménios estudados.
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2 METODOLOGIA

Apods o plantio de duzentas (200) mudas de Passiflora edulis, a construgao
de insetario, obtencédo e adaptagcdo de fémeas para a postura e obtengao das larvas,

iniciaram-se os tratamentos, as aeragdes e as analises quimicas.

A metodologia aqui relatada encontra-se abaixo, no resumo esquematico
(FIGURA 4).

FIGURA 4 - RESUMO ESQUEMATICO DA METODOLOGIA DE ANALISE DA INTERAGCAO PLANTA-
INSETO

[Metodologia - INTERAGAO FLANTA-INSETOJ

Laboratorio

—_

- - Identificagdo estrutural do bouquet
Passiflora edulis [Heliconius erato phyllis ] Co-injecbes

Quantificagdo
Determinagao de IR
Analise Estatistica

Identificagdo
dos
Compostos

Mudas

—EMH Espectroscopia no infravermelho]

[Controle Dano mecénico HerbworlaHprosmau

N/

CAMARAS DE AERAQAO

»
Ll

EXTRATOS

FONTE: O autor (2018).

2.1 CRIACAO DE Heliconius erato phyllis E CULTIVO DE MUDAS DE Passiflora edulis

Objetivo: Obtencao de espécimes dos lepidépteros, e mudas de P. edulis para os

diferentes tratamentos aplicados.

Os adultos, fémeas para oviposicdo e machos para acasalamento, foram
coletados na mata nativa do Centro Politécnico da Universidade Federal do Parana, em
Curitiba, Parana, Brasil. A criacdo e manipulagao de adultos ocorreu em um insetario,
ambiente seminatural revestido com Sombrite ®, que permite a passagem de 30% da

luz solar direta. No interior do insetario foram colocados vasos com P. edulis, Passiflora
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actinia Hooker, 1943, como substrato para oviposi¢ado, e Lantana camara Linnaeus,
1753, Impatiens walleriana Hook, e recipientes com dieta artificial (BORGES et al.
2010), fontes de alimentacao de adultos. Em estufa foram mantidos vasos com ramos
de P. edulis e P. actinia que forneceram folhas e ramos para alimentagdo das larvas.
Os ovos coletados foram mantidos em placas de Petri revestidas com papel filtro
umedecido com agua destilada. As larvas foram mantidas em caixas plasticas
retangulares (25cm x 10cm x 9cm). Pupas foram retiradas da superficie interna das
tampas das caixas plasticas e presas a fios de corddo de algodao nas laterais de
recipientes circulares plasticos translucidos (15 cm de diametro, 10 cm de altura), até a
emergéncia dos adultos. Ovos, larvas e pupas foram mantidos em area revestida por
plastico translucido e individualizada no interior do insetario. Cada semente de
Passiflora edulis (Isla Pak ®) foi cultivada individualmente em sacos plasticos (1 cm x
25 cm) contendo solo nao tratado, em estufa. As sementes eram geneticamente

diferentes umas das outras, ndo clones.
2.2 SELECAO DE MUDAS DE P. edulis E APLICACAO DOS TRATAMENTOS
Objetivo: Obtencédo de mudas da planta hospedeira para aplicagdo dos tratamentos.

Quatro mudas com cinco meses de idade e com dez folhas eram
selecionadas. Suas raizes eram envoltas em papel aluminio com um pouco de terra
umida, e assim mantidas por 24h para adaptacdo a esta condi¢do. Cada conjunto
experimental continha quatro plantas, trés delas tratadas (danos mecanicos, herbivoria
e oviposigao) e uma testemunha. Foram ao todo 12 conjuntos, que tiveram coleta de
volateis em headspace, em trés tempos, 24h, 48h e 72h, perfazendo um total de 144
amostras. As coletas comegam na mesma hora todos os dias até o final do
experimento. Os tratamentos consistiram em danos mecanicos com um cortador de
massa circular (3 folhas danificadas), ou Herbivoria (10 larvas), ou oviposi¢éo (cinco
fémeas acasaladas, que depositaram uma média de 20 ovos) por H. erato phyllis por
24 h ou foram usados como plantas de controle (FIGURA 5). As plantas foram
utilizadas somente uma vez e as plantas tratadas foram sempre comparadas com
plantas controle. As mudas de cada tratamento foram mantidas em salas separadas
para evitar a comunicacao planta-planta. As fémeas acasaladas de H. erato phyllis

foram identificadas pelo odor caracteristico da glandula odorifera abdominal.
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Os extratos foram armazenados a -20°C até nova analise. Os COVs foram
comparados entre os tratamentos utilizando-se cromatografia em fase gasosa (CG) e

cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).

FIGURA 5 - MUDAS DE Passiflora edulis (a) NAO TRATADAS, E TRATADAS COM: (b) DANO
MECANICO, (c) OVIPOSICAO E (d) HERBIVORIA DE Heliconius erato phyllis.

FONTE: O autor (2015).

2. 3 COLETA DOS VOLATEIS

Objetivo: Coletar os volateis das plantas controle e tratadas para analises em CG/CG-
EM.

As coletas de headspace foram realizadas em camaras de vidro (11,5 x 35
cm), dentro de uma sala com condigdes controladas de temperatura e umidade (24 £ 2
°C,12L: 12 D, 58 £ 2%) (FIGURA 6). As amostras foram coletadas usando um fluxo
de ar filtrado com umidade e carvdo a 0,5 L.min ™' por camara. COVs foram coletados

em colunas de vidro contendo 20mg do polimero HayeSep Q 80-100 mesh (Althech,
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Lokeren, Bélgica) e eluidos com 240 uL de hexano bidestilado HPLC (ZARBIN et
al.,1999). Um padréo interno (Pl) de heptadecano (C17: 150ng ou 750ng) foi
adicionado ao extrato final. Em seguida, a concentracdo final de IS foi calculada e o
extrato foi quantificado com base na area do pico PIl. Para fins de precisdo da

quantificagéo, foram considerados apenas picos maiores que 30ng para as analises.

FIGURA 6 - MUDAS DE Passiflora edulis TRATADAS E NAO TRATADA EM CAMARAS DE AERACAO

FONTE: O autor (2015).

2.4 PROCEDIMENTOS ANALITICOS
Objetivo: Analisar os extratos obtidos na aeragéo.

A concentragdo ideal para inje¢do no cromatégrafo gasoso acoplado a
espectrometria de massas (CG-EM) foi estabelecida inicialmente em cromatografo
gasoso (CG). Os extratos foram analisados por CG-EM em um cromatégrafo gasoso
Shimadzu QP 2010 Plus. O CG e o CG-EM, que foram equipados com uma coluna
RTX-5 (30 m x 0,25 mm d.i., espessura do filme de 0,25 mm; Restek, Bellefonte, PA,
EUA). Injecbes de 1 uL foram realizadas no modo splitless, com temperatura do injetor
de 250 ° C (FIGURA 7). A temperatura do forno da coluna foi mantida a 50°C durante 1
min, aumentada para 250° a 7°C.min”" e mantida durante 10 min. O hélio foi o gas de
transporte a uma velocidade linear de 36,3 cm.s”. Os mesmos parametros foram

utilizados para todas as analises.
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FIGURA 7 - A COLETA DE 1 uL DO EXTRATO DE AMOSTRA PARA ANALISE EM
CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA ACOPLADA A ESPECTOMETRIA DE MASSAS

FONTE: O autor (2015).

2.5 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS
Objetivo: Identificar os compostos presentes nos extratos obtidos.

Os COVs foram identificados por indices de Kovats (IK) e comparagdes de
espectros de massa com a literatura (por exemplo, ADAMS 2007), e por coinjegbes
com padroes comercialmente disponiveis. 5-hidroxi-4-octanona, DMNT, farnesano e
TMTT foram identificados por tentativa. Nonanal, decanal, (E)-B-cariofileno, (E)-B-
ocimeno e (Z)-B-farneseno foram identificados por coinjecbes com amostras auténticas
(Sigma-Aldrich Chemical Company - Milwaukee, WI, EUA).

2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Objetivo: Analisar estatisticamente as quantificagdes dos compostos obtidos nos

diferentes tratamentos da planta e na planta controle.

O buqué de COVs foi analisado por uma Analise de Componentes Principais
(PCA), seguida por uma Analise de Variancia (ANOVA). O modelo ANOVA testou todas
as interagdes possiveis (volateis, tratamento e tempo). Em seguida, todos os efeitos
nao significativos foram descartados e o melhor modelo de subconjunto foi mantido.
Finalmente, um teste de Tukey foi realizado para testar as diferengas entre pares de

médias.
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Todos os testes foram realizados usando o programa R®, verséo 3.3.1 e o R
Studio versdo 0.99.903 (R Development Core Team 2016).
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3 RESULTADOS

3.1 COVS DE Passiflora edulis: IDENTIFICACAO, ANALISE E COMPARAGAO DE
TRATAMENTOS

Nove compostos foram quantificados e identificados nos extratos de P.
edulis nao tratados e tratados (Tabela 1). Nenhuma diferenga qualitativa entre os

tratamentos foi detectada.

O terpendide TMTT (9) apresentou o maior aumento de emissédo apés 24 h
de tratamentos quando comparado com o controle: 6.381 (HB), 397 (DM) e 224 (OV)
vezes mais. As plantas de HB mostraram um aumento maior na emissédo de
terpendides (compostos 2, 4, 6-9) apos 24 horas de tratamento, quando comparadas
com a OV, DM e plantas ndo tratadas (TABELA 1, FIGURA 8).
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FIGURA 8 - COMPARAGCAO DOS CROMATOGRAMAS DOS EXTRATOS VEGETAIS DE Passiflora
edulis (24h) TRATADOS COM HERBIVORIA (HB) E OVIPOSICAO (OV) POR PLANTAS DE Heliconius
erato phyllis, DANO MECANICO (DM) E CONTROLE (C). O CROMATOGRAMA HB REPRESENTA OS
COVS (1 - 9) EMITIDOS PELAS PLANTAS DE P. edulis. * CONTAMINANTES E SANGRAMENTO DE
COLUNA. COVs: 1 (5-hidroxi-4-octanona), 3 (nonanal), 5 (decanal); DMNT [(E)-4,8-dimetil-1,3,7-
nonatrieno]; TMTT [(3E,7E)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno]

2y
(E)-p-ocimeno TMTT

(E)-B-cariophyleno
()

(2)-p- IS
farnesene (Cy7)

5 farnesano
SO

3.0 A
g0 P
o o

T 1 T
5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 225

FONTE: BORGES et al., 2017.

Por exemplo, P. edulis emitiu 50, 46, 11, 6 e 3,6 vezes mais DMNT (4), (E)-
B-ocimeno, (Z)-B-farneseno, (E)-B-cariofileno e farneseno, respectivamente, apdés 24h
de herbivoria, quando comparados com plantas controle. Apos a herbivoria, o0s
compostos SHiOcta, EbOci, TMTT atingiram um pico de emisséo as 24h (FIGURA 9).

As plantas DM mostraram um aumento geral de COVs em comparagao com
plantas nao tratadas, geralmente atingindo um pico de emissao apds 48h (Far e
EbOci), com excegdo de EbOci, 9AlI, DMNT [(E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno], 10Al e
TMTT [3E,7E)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno], que apresentaram um pico de
emissao em 24h (FIGURA 9).
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As plantas OV emitiram (E)-B-ocimeno em quantidades elevadas somente
apos 72h. Além disso, o nonanal e o (E)-B-cariofileno atingiram um pico de emissao as
24h (FIGURA 9).
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FIGURA 9 - COMPARACOES ENTRE AS EMISSOES DE COVs DE PLANTAS DE Passiflora edulis
(ng), APOS 24h a 72 h DE TRATAMENTOS [HERBIVORIA (HB) E OVIPOSICAO (OV) POR Heliconius
erato phyllis, DANO MECANICO (DM) E PLANTAS DE CONTROLE]
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FONTE: BORGES et al., 2017.
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3.2. ANALISES ESTATISTICAS

Analises estatisticas indicaram que o primeiro componente principal (PC1)
da PCA explicou 52,44% da variagao (FIGURA 10a). ANOVA mostrou que os volateis
interagiram com o tratamento e tempo (Trago Pillai = 0,041, F 6 = 2,261, P < 0,5 *), com
tratamento isolado (trago Pillai = 0,019, F 3 = 3,407, P < 0,05 *) e com o tempo (Pillai
traco = 4,73e-06, F2 = 13,557, P <0,001 *).

FIGURA 10 - RESULTADOS DA ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA), QUE TESTOU O
BUQUE DE COVS EMITIDOS POR PLANTAS DE CONTROLE E TRATADAS (DANO MECANICO,
HERBIVORIA E OVIPOSICAO POR Heliconius erato phyllis e Passiflora edulis. (a) ORDENACAO DOS
COMPONENTES PRINCIPAIS. PCS ACIMA DA LINHA VERMELHA SAO SUFICIENTES PARA
EXPLICAR A VARIACAO NA ANALISE; (B) DISTRIBUICAO DOS COMPOSTOS (1-9) ENTRE PC1 E
PC2
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FONTE: BORGES et al., 2017.

Na trama dos componentes principais, € possivel ver que os compostos 2, 4,
7 e 9 estdo separados dos outros compostos (FIGURA 10b). Eles representam o
aumento da emissao de volateis apos 24 h de herbivoria (FIGURA 11). Os testes de
Tukey mostraram a distingdo entre plantas HB e plantas controle (FIGURA 11a) e entre

amostras tomadas em 24 h de outros tempos experimentais (FIGURA 11b).
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FIGURA 11 - RESULTADOS DE PCA, TESTE ANOVA, E DE TUKEY, QUE TESTARAM O BUQUE DE
COVS EMITIDOS POR MUDAS DE Passiflora edulis. a) COMPARAGCOES DE TRATAMENTOS
(CONTROLE, DANO MECANICO (DM), HERBIVORIA (HB) E OVIPOSICAO (OV) POR Heliconius erato
phyllis); (b) COMPARAGOES DE TEMPOS (24h, 48h e 72h). LETRAS DIFERENTES INDICAM
DIFERENCAS SIGNIFICATIVAS
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FONTE: BORGES et al., 2017.
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4 DISCUSSAO

Especificamente, terpendides [por exemplo, (E)-B-ocimeno, DMNT,
farnesano, (E)-B-cariofileno, (Z)-B-farneseno, TMTT] s&o frequentemente emitidos por
plantas em resposta a ferimentos e ataque herbivoro (WALLING, 2000). Apesar disso,
nosso estudo ndo mostrou diferencas qualitativas entre os tratamentos. No entanto, os
resultados da ANOVA indicaram diferengcas quantitativas entre os tratamentos,
mostrando que as amostras coletadas as 24h apdés a herbivoria foram
significativamente diferentes de outras amostras. Plantas tratadas emitiam claramente
maior quantidade de COVs apds 24h de dano, especialmente de terpendides em
plantas DM e HB. Plantas tratadas com DM mostraram aumento geral de COVs apds
24 horas (EbOci, 10Al e TMTT) e 48h (Far e EbQOci). A variabilidade quantitativa em
emissdes volateis por plantas tratadas igualmente podem ser resultado de variagao
fisiolégica causada por estresse bidtico e abidtico (DELPHIA et al., 2009; DICKE E
BALDWIN, 2010), apesar de nossos esfor¢cos para manter as mudangas ambientais e
experimentais estaveis (OLUWAFEMI et al., 2012; KASK et al., 2013; LEPPIK et al.,
2014; NIEDERBACHER et al., 2015; KARIYAT et al., 2017). Na natureza, a variagao na
emissdo de compostos pelas plantas pode aumentar o numero e a variabilidade de

predadores atraidos por plantas danificadas ou ndo danificadas (PRICE et al., 1980).

No caso das plantas de Passifloraceae, permanece desconhecido sobre os
predadores e parasitoides atraidos pelos volateis emitidos apoés danos causados por
Heliconius erato phyllis. O aumento da emissao de terpendides (EbOci, DMNT, Far,
EbCar, EbFar e TMTT) é evidente, 24h apds a herbivoria, Terpendides (por exemplo,
a-pineno, limoneno, linalol, ocimeno, cariofileno e farneseno) geralmente sao liberados
apos ataque de insetos, especialmente 24 horas apos o dano (ARIMURA et al., 2008;
HEIL, 2008; WAR et al., 2011; MARTINS & ZARBIN, 2013). Por exemplo em
Eucalyptus benthamii Maiden & Cambara (Myrtales: Myrtaceae) as plantas liberam
quantidades de monoterpenos e sesquiterpenos apdés o ataque por Thaumastocoris
peregrinus Carpintero & Dellapé, 2006 (Heteroptera: Thaumastocoridae) (MARTINS &
ZARBIN, 2013) e plantas de soja [Glycine max (Linnaeus) Merrill (Fabales: Fabaceae)]
emitem volateis, incluindo canfeno, mirceno, (E)-p-ocimeno, MeSA e TMTT apds o
ataque de insetos, que atraiu o parasitoide do ovo, Telenomus podisi (Ashmead, 1893)
(Hymenoptera: Scelionidae) (MORAES et al., 2009). O (E)-B-ocimeno €& um
monoterpeno comumente encontrado na mistura volatil emitida pelas folhas em
resposta a herbivoria e ferimentos mecanicos (PARE & TUMLINSON, 1999; MARTINS
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et al., 2016). Além disso, Fatouros et al. (2012) relataram a maior emissao de (E)-B-
ocimeno por Brassica nigra Linnaeus (Brassicales: Brassicaceae) ocorreu apos 24 h de
oviposicdo por Pieris brassicae (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pieridae). Varios
estudos indicam que o volatil de (E)-B-ocimeno emitido pelas plantas pode servir como
pista quimica, atraindo parasitoides, predadores e insetos polinizadores (DUDAREVA &
PICHERSKY, 2000; PICHERSKY & GERSHENZON, 2002).

Em nosso estudo, o (E)-B-ocimeno foi emitido apds a oviposicdo e apds
dano herbivoro e mecanico, com picos de emissao as 72h e as 24h, respectivamente.
Este resultado indica que (E)-B-ocimeno foi liberado apds um curto periodo (24h) em
resposta a danos, e apds um longo periodo (72h) apdés a oviposi¢cao, sugerindo
diferentes padrées de inducdo e liberacdo pelos tecidos danificados. Além disso, a
exposicao de plantas a (E)-B-ocimeno pode ativar a expressdo de genes relacionados
a defesa, como em Arabidopsis thaliana (Linnaeus) Heynh (Brassicales: Brassicaceae)
(FAIDT et al., 2003), através do liberagdo de sinais geneticamente direcionados pela
planta emissora e seu transporte, absorgcao e percepgao pelo planta receptora por meio
de receptores de VOCs (BALDWIN et al., 2006). O aumento de (E)-B-ocimeno indica
que plantas como P. edulis podem usar este volatil como um sinal para predadores e

outras plantas para indicar a presenga de herbivoros.

As borboletas frequentemente usam compostos quimicos obtidos de plantas
para produzir seus sinais volateis (BOPPRE, 1984; SCHULZ et al., 2004). O (E)-B-
ocimeno €& descrito como um composto antiafrodisiaco de Heliconius melpomene
(Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Nymphalidae), e esta presente nas glandulas odoriferas
abdominais das valvas dos machos de varias espécies de Heliconius Kluk, 1780
(SCHULZ et al., 2008; ESTRADA et al., 2011). Por esta razéo, sugere-se que (E)-B-
ocimeno (5) pode ser sequestrado de Passiflora edulis por larvas de Heliconius,
incluindo larvas de H. erato phyllis, para compor o buqué odorifero das glandulas
odoriferas abdominais localizadas nas valvas de machos adultos (BORGES et al.,

dados nao publicados).

Os homoterpenos DMNT e TMTT (respectivamente, (E)-4,8-dimetil-1,3,7-
nonatrieno e (3E,7E)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno) sao emitidos por varias
plantas, incluindo milho, feijao-fava, Arabidopsis e tomate (HOPKE et al., 1994; AMENT
et al., 2004; MARTINS et al., 2016). TMTT foi relatado como um volatil induzido de
algodao, Gossypium hirsutum (HEGDE et al., 2011) (Malvales: Malvaceae), infestado

com Aphis gossypii Glover, 1877 (Homoptera: Aphididae). Além disso, plantas de A.
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thaliana (BRUCE et al., 2008) e G. max (MORAES et al., 2009) tratados com cis-
jasmona também apresentaram emisséo induzida de TMTT. Nos campos de algodéo, o
DMNT sintético liberado pelos dispersores controlados atraiu predadores generalistas
pertencentes a diferentes ordens taxondmicas de insetos (YU et al., 2008). Segundo
Chen et al. (2011), o DMNT desempenha um papel importante na defesa de plantas.
Plantas de tomate e Arabidopsis, por exemplo, emitem DMNT que ¢&
subsequentemente usado como um cairoménio por acaros predadores (KANT et al.,
2004; KAPPERS et al., 2005).

(E)-B-cariofileno foi relatado para atrair inimigos de herbivoros acima e
abaixo do solo em milho (KOLLNER et al., 2008) e ser emitido por plantas de milho
atacadas por larvas de Diabrotica virgifera virgifera LeConte, 1868 (Coleoptera:
Chrysomelidae) que atraem nematoides patogénicos que infectam e matam a raiz
(DEGENHARDT et al., 2009). Irmisch et al. (2014) descreveram este composto como

um volatil induzido por herbivoros no alamo.

(E)-B-farneseno tem um papel importante nas interagbes planta-inseto
(CROCK et al. 1997). Os insetos liberam B-farneseno tanto como feroménio quanto
como aloménio, e muitos dos predadores detectados emitem o B-farneseno como um
cairoménio para localizar sua presa (PARE & TUMLINSON, 1999). Assim, os
sesquiterpenos (Z)-B-farneseno, (E)-B-farneseno, (Z,E)-a-farneseno, (E,E)-a-farneseno,
e (E)-nerolidol foram identificados em Pteris vittata Linnaeus (Polypodiales:
Pteridaceae) em resposta a herbivoria de larvas de Spodoptera littoralis (Boisduval,
1833) (Lepidoptera: Noctuidae) (IMBISCUSO et al.,, 2009). Plantas geneticamente
modificadas que expressam constitutivamente (E)-B-farneseno, que é um feroménio de
alarme de muitas espécies de afideos, ndo sé repeliram Myzus persicae (SULZER,
1776) (Hemiptera: Aphididae) como também atrairam vespas parasitas, como
Diaeretiella rapae (M'Intosh, 1855) (Hymenoptera: Braconidae) (BEALE et al., 2006).
Apo6s a herbivoria, o farnesano foi emitido por plantas de P. edulis em pequenas
quantidades em comparagdo com outros terpendides. No entanto, quantidades
significativamente maiores deste composto estdo presentes em volateis de crescimento
bacteriano de plantulas de gréos infectados, em comparagao com plantas de controle
ndo infectadas (SUN et al., 2016). Farnesano também foi relatado em mudas de
ginseng cultivadas em vitro e subsequentemente mecanicamente danificadas ou
tratadas com metil jasmonato (MeJA) (BALUSAMY et al., 2015). Este € o primeiro

estudo de volateis emitidos por uma espécie na Passifloraceae. Apesar disso, Jardim et
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al. (2010) investigaram a resposta de defesa de P. edulis contra espécies de dois
lepidopteros: um especialista (Lepidoptera: Nymphalidae) e um generalista [Spodoptera
frugiperda (JE Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuide)]. Em resposta ao ataque de ambas
as espécies de lepidopteros, a atividade da lipoxigenase foi induzida. Esse estudo
concentrou-se em uma enzima chave da via biossintética do acido jasmonico (13-LOX),
localizado em plastidios de folhas de maracuja e é induzido em ferida e induzido por
Meda (RANGEL et al., 2002). Seus resultados sugerem que a resposta de P. edulis a
herbivoria poderia ser mediada por jasmonatos. Além disso, os efeitos de MeJa, danos
mecanicos e alimentagao por larvas de A. vanillae vanillae sobre a atividade inibitéria
da tripsina em folhas de maracuja também foram investigados (BOTELHO-JUNIOR et
al., 2008). Todos os tratamentos causaram um acumulo de inibidores de tripsina, que
inibiram fortemente as enzimas digestivas tipo tripsina da broca-do-colmo [Diatraea
saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae)], confirmando uma possivel
funcao protetora dos inibidores do dano induzido pela tripsina contra a predacao de

insetos.

Embora o potencial de volateis de plantas na atragcdo de parasitoides em
programas de controle de pragas seja conhecido (ZARBIN et al., 2009) e que volateis
liberados apds herbivoria atraiam parasitoides (DE MORAES et al., 1998), ndo foram
encontrados predadores descritos para H. erato phyllis, portanto, futuros estudos
devem incluir um levantamento de potenciais predadores e parasitoides de H. erato
phyllis para avaliar o papel de COVs emitidos por plantas de Passifloraceae atacados

por herbivoros.
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Capitulo 1l. AS INTERAGCOES QUIMICAS INSETO-INSETO - FEROMONIOS
AFRODISIACOS (ANDROCONIA ALAR E ACASALAMENTO PUPAL)
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RESUMO

CAPITULO II. Os volateis emitidos pela androcénia alar e pelas pupas dos
lepidopteros, sao considerados feroménios afrodisiacos por atuarem sobre
companheiros sexuais, estimulando a cdpula, no primeiro caso permitindo a escolha do
parceiro pela fémea e no segundo, a copula ocorre de maneira coercitiva pelo macho.
A androcbnia alar esta presente nas asas dos machos e é formada conjunto de
escamas diferenciadas responsaveis pela dispersao de volateis durante a corte, que
irdo tornar a fémea predisposta ao acasalamento. As pupas de fémeas e de machos
podem emitir volateis que permitem ao macho reconhecer a pupa fémea e
consequentemente realizar a guarda pupal e o acasalamento pupal. Diante disso, o
presente estudo apresenta os compostos quimicos volateis presentes nos bouquets
odoriferos relacionados a androcénia alar de Heliconius erato phyllis, Heliconius ethilla
narcaea e Heliconius besckei e, relacionados a guarda e ao acasalamento pupal. As
implicagbes decorrentes da composicao estrutural, similaridades e diferencas
existentes nos bouquets, sdo analisadas a luz da ecologia quimica. A abordagem
metodoldgica partiu de uma revisao bibliografica sobre os temas abordados e consistiu
em analises morfolégicas de MO, MEV e MET e em analises quimicas de
cromatografia em fase gasosa, cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas e microextragdo em fase solida, dos volateis emitidos. Como
resultado das analises morfolégicas verificou-se que em H. erato phyllis a escama
androconial possui maior largura e menor comprimento que o androconium de H. ethilla
narcaea e H. besckei e que vesiculas no interior da escama s&o provavelmente
responsaveis pela manutencido da forma da escama, armazenamento e liberagao dos
volateis de ferombnio; que se supdem ocorrer por friccdo entre as duas faces do
escama. H. erato phyllis e H. ethilla narcaea possivelmente sdo mais eficientes em
eliminar os volateis por apresentarem maior quantidade de espacgos vazios entre as
vesiculas. Como resultado das analises quimicas, verificou-se que a faixa de
sobreposigao das asas anteriores e posteriores dos machos de Heliconius erato phyllis
possuem o0s compostos: Hexadecanol, acido hexadecandico, estereato de etila,
tricosano, (112)-icos-11-enol, 11-metil-tricosano, 13-(Z)-docosenal, pentacontano, e
tetracosanal, em maior quantidade na asa posterior no macho excitado e nao excitado;
e que a quantidade geral de compostos sao equivalentes no macho excitado e nao
excitado. Em machos de Heliconius ethilla narcaea a faixa de sobreposicdo das asas
anteriores e posteriores possuem os compostos: (9Z)-heneicos-9-ano, heneicosano,
tricosano, (92)-tricos-9-eno, (11Z)-icos-11-enol, (13Z)-docos-13-enol, pentacontano,
heptacosano, e esqualeno, em maior quantidade na asa posterior no macho excitado e
nao excitado; e que o macho néo excitado tem maior quantidade geral de compostos.
Machos de Heliconius besckei apresentam na faixa de sobreposicdo das asas
anteriores e posteriores os compostos: Heneicosano, tricosano, pentacontano,
heptacosano, e esqualeno, em maior quantidade na asa posterior no macho excitado e
nao excitado; e que o macho néo excitado tem maior quantidade geral de compostos.
Assim sendo comparando-se os resultados das quantificacdbes dos compostos e a
morfologia do androconium em cada lepiddptero conclui-se que a escama androconial
de H. erato phyllis elimina mais eficientemente os compostos encontrados nos
bouquets odoriferos da androcénia, seguida de H. ethilla narcaea e H. besckei. Os
volateis de pupas de machos e fémeas foram inicialmente estudados e os resultados
nao foram concluidos devido a pequena quantidade de amostras analisadas
adequadamente.

Palavras-chave: Androconia. Ecologia quimica. Borboletas. Pupas. Vantagens
morfoldgicas.
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ABSTRACT

CHAPTER IlI. The volatiles emitted by the alar androconia and the pupae of
the Lepidoptera are considered aphrodisiac pheromones that act on sexual partners,
stimulating the copula, in the first case allowing the choice of partner by the female and,
in the second, copulation occurs in a coercive manner by the male. The alar androconia
is present in the wings of the males and is a formed set of differentiated scales
responsible for the dispersion of volatile during the cut, which will make the female
predisposed to mating. The pupae of females and males can emit volatiles that allow
the male to recognize the female pupa and consequently perform the pupal guard and
the pupal mating. Therefore, the present study investigates the volatile chemical
compounds found in the odoriferous bouquets related to the alar androconia of
Heliconius erato phyllis, Heliconius ethilla narcaea and Heliconius besckei, and related
to the guard and to the pupal mating. The implications of structural composition,
similarities and differences in bouquets are analyzed in the light of chemical ecology.
The methodological approach was based on a bibliographical review of the topics in
question and consisted of morphological analyses of MO, MEV and MET and chemical
analyzes of gas chromatography, gas chromatography coupled with mass spectrometry
and solid phase microextraction of emitted volatiles. As a result of the morphological
analyses, it was confirmed that in H. erato phyllis the androconial scale is wider and
shorter than the androconium of H. ethilla narcaea and H. besckei, and that vesicles
inside the scale are probably responsible for the maintenance of the shape of the scale,
storage and release of pheromone volatiles, which are supposed to occur by friction
between the two faces of the scale. H. erato phyllis and H. ethilla narcaea are possibly
more efficient at eliminating volatiles because they present more voids between the
vesicles. Chemical analyses showed that the overlapping range of the anterior and
posterior wings of H. erato phyllis males has the following compounds: Hexadecanol,
hexadecanoic acid, ethyl ester, trichosan, (11Z2)-icos-11-enol, 11-methyltricosan, 13-(2)-
docosenal, pentacontane, and tetracosanal, in greater quantities in the posterior wing in
the excited and non-excited male; and that the general amount of compounds are
equivalent in the excited and non-excited male. In H. ethilla narcaea males, the
overlapping range of the anterior and posterior wings has the following compounds:
(92)-heneicos-9-ane, heneicosane, tricosane, (92)-tricos-9-ene, (11Z)-icos-11-enol,
(132)-docos-13-enol, pentacontane, heptacosane, and squalene, in greater quantities in
the posterior wing in the excited and non-excited male, and that the non-excited male
has the highest overall amount of compounds. Heliconius besckei males present the
following compounds in the overlap range of the anterior and posterior wings:
Heneicosane, tricosane, pentacontane, heptacosane, and squalene, in greater
quantities in the posterior wing in the excited and unmotivated male, and the non-
excited male has the highest overall amount of compounds. Thus, by comparing the
results of the quantification of the compounds and the morphology of androconium in
each lepidopteran, it is concluded that the androconial scale of H. erato phyllis
eliminates the compounds found in the odoriferous bouquets of androconia more
efficiently, followed by H. ethilla narcaeca and H. besckei. The volatiles of male and
female pupae were initially studied, and the results were not concluded due to the small
amount of samples analyzed properly.

Keywords: Androconia. Chemical ecology. Butterflies. Pupas. Morphological
advantages.
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1 INTRODUGAO

Os feromdnios sexuais afrodisiacos em lepidépteros séo classificados, de
acordo com a area de abrangéncia da pluma odorifera, em sinais quimicos de longo e
de curto alcance. Os volateis afrodisiacos de longo alcance estdo envolvidos na
atragdo de companheiros em longas distancias, enquanto que aqueles de curto alcance
desempenham um papel no comportamento de corte (HARTLIEB & ANDERSON,
1999), e ambos sédo formados por misturas de compostos quimicos (WYATT, 2003).
Nas mariposas as fémeas produzem feroménios que sao quase que exclusivamente de
longo alcance; sendo, a maioria deles, sintetizados em glandulas abdominais (Base de
dados de feroménios e semioquimicos, EL-SAYED de 2018). Por exemplo, a fémea de
Bombix mori Linnaeus, 1758 (Lepidoptera, Bombicidae), secreta o atrativo sexual
bombicol (BUTENANDT et al, 1959; BUTENANDT & HECKER, 1961), primeiro
ferombnio descrito na literatura, pelos saculos abdominais laterais (STEINBRECHT,
1964).

Em Rhopalocera (borboletas), os volateis afrodisiacos do macho séao
usualmente empregados como sinais de curto alcance durante a corte (MYERS, 1972;
BIRCH et al., 1990; VANE-WRIGHT & BOPRE, 1993). Os odores sdo produzidos nas
glandulas odoriferas e sdo normalmente emitidos quer a partir das escamas
transformadas das androcénia, ou a partir de “hair-pencils”, como em muitas espécies
da subfamilia Danainae (Nymphalidae) ou em mariposas da familia Arctiidae,
geralmente encontrado na ponta eversivel do abdémen, denominada de coremata
(BROWER et al., 1965; MEINWALD et al., 1969; PLISKE & EISNER, 1969; PLISKE,
1974; PLISKE et al., 1976). As androcbnias, os coremata e os “hair-pencils” sdo os
orgaos de liberagcao de odores associados aos feromoénios afrodisiacos. Estes 6rgaos
sdo encontrados nas pernas, asas, térax ou abdémen (BIRCH et al. 1990). Os machos
de B. mori, por exemplo, possuem pequenos ‘hair-pencils” inclinaveis escondidos sob
as pernas anteriores, possiveis liberadores de feroménio afrodisiaco (ANDERSON et
al., 2009).

Os coremata sdo glandulas eversiveis, contidas dentro de uma bainha
membranosa que podem ser evertidas através de um aumento da pressdo da
hemolinfa, e em cuja extremidade estdo presentes os sistemas complexos de
androcénia, que consistem nas escovas abdominais ou “hair-pencils”. Estes sédo areas
glandulares com tufos de escamas modificadas, de formato geralmente alongado, que
fazem contato com as asas imediatamente antes da dispersdo do feroménio (BOPPRE
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1986). As escovas abdominais e os coremata, em Danainae, emitem sinais de corte de
curto alcance que sao expandidos apds potenciais parceiros reuniram-se, enquanto
que em algumas mariposas Arctiidae, estas estruturas emitem ferombnios que
funcionam como sinais de longo alcance (WILLIS & BIRCH, 1968; WUNDERER et al.,
1986).

1.1 ANDROCONIA

As escamas de Lepidoptera sdo como um baldo achatado. Sdo formadas
por quitina fina e cheias de ar (KRISTENSEN & SIMONSEN, 2003) e apresentam uma
morfologia complexa envolvida com defesa, voo, termorregulagdo, alimentagéo e
comunicacao (GHIRADELLA, 1998, 2010). A androcbnia € um grupo de escamas
especializadas do macho (singular androconium) utilizadas para a dispersdo de
feromonios (ANDERSSON et al., 2007; KLEIN & ARAUJO, 2010; MOORE, 2014), ou
seja, na comunicagao sexual, e pode também produzir ou armazenar feromonios do
macho (SELLIER, 1971; WASSERTHAL & WASSERTHAL, 1977; BOPPRE & VANE-
WRIGHT, 1989). Sao frequentemente encontradas em “bolsas” no corpo, pernas ou
asas dos machos. S&do comumente usadas como carater taxondémico para distinguir
espécies, como no género Pseudochazara de Lesse, 1951 (Lepidoptera: Nymphalidae:
Satyrinae) (BROWN, 1976; GROSS, 1978; AUSSEM, 1980; TUZOV, 1997), e para
estabelecer relagbes evolutivas entre as espécies (WAKEHAM-DAWSON, 1997).
Tornaram-se altamente diferenciadas em muitas familias de Lepidoptera, apresentando
margens onduladas, pelos ou formas alongadas (MOORE, 2014). No género
Pseudochazara, existem excegbes para tamanho e forma geral do androconium
(WAKEHAM-DAWSON, 1997). Anadlises quimicas mostram que estas escamas
distribuem ou também podem produzir feroménios do macho (muitos dos quais
também perceptiveis para os seres humanos), embora o conhecimento da fisiologia e

desenvolvimento das escamas seja escasso (ANDERSSON et al., 2007).

A unidade de producgao do odor (célula glandular, encaixe cuticular e escama
androconial) (WASSERTHAL & WASSERTHAL, 1977), em muitas espécies das
familias Pieridae e Nymphalidae, pode ser encontrada em maior nimero nas chamadas
manchas ou marcas sexuais sobre o dorso ou parte ventral das asas do macho
(TINBERGEN et al, 1942; RUTOWSKI, 1980; SCOBLE, 1992; RAUSER &
RUTOWSKI, 2003). Uma excegao para a familia Pieridae estda no macho de
Anthocharis scolymus Butler, 1866 (Pierinae: Anthocharidini). Este possui um odor

especifico que consiste no (S)-(+)-linalol e (E)-B-farneseno (descoberto pela primeira



69

vez em Pieridae), que ao contrario de outras espécies da subfamilia Pierinae, ndo
possui escamas de odor nas asas. Neste sdo encontradas estruturas saculares nas
escamas comuns da asa, muito semelhantes aos o6rgdos das asas do macho da
subfamilia Coliadinae (OKUMURA et al., 2016). Em H. melpomene de acordo com
Darrag et al. (2017) as escamas androconiais apresentam uma protuberancia na base
e estdo presentes nas asas posteriores dos machos, na faixa de sobreposicédo e
ausentes nas asas das fémeas. As escamas androconiais sdo frequentemente
encontradas entre outras escamas, em "tendas" ou dobras na asa. Esta localizacao
evitaria a perda de feromdnios quando os machos nao estivessem envolvidos
ativamente na corte (KRISTENSEN & SIMONSEN, 2003). A forma do androconium é
variavel apresentando extremidades filamentosas ou fimbriadas, presumivelmente para
aumentar a dispersdo dos volateis que parece ocorrer por evaporagdo (SELLIER,
1971b; DOWNEY & ALLYN, 1975). As escamas androconiais podem ter em suas
superficies as “particulas de transferéncia de feroménios” (SELLIER, 1972; PLISKE &
SALPETER, 1971; BOPPRE & VANE-WRIGHT, 1989) geralmente produzidas em
glandulas odoriferas e responsaveis pelos odores (TINBERGEN et al.,, 1942,
RUTOWSKI, 1980; SCOBLE, 1992; RAUSER & RUTOWSKI, 2003). As glandulas
foram descritas morfologicamente por Barth (1959) e Wasserthal e Wasserthal (1977),
e sdo semelhantes as células secretoras epidérmicas de outros insetos (NOIROT &
KENNEDY, 1974).

A diversificagao das androcénias em Nymphalidae

As espécies da familia Nymphalidae apresentam uma rica variedade de
estruturas sexuais secundarias. A androconia geralmente forma manchas, franjas, tufos
ou bolsos, e podem ser achatadas ou alongadas, mas muitas vezes sao como “hair-
pencils” eréteis como em Satyrinae e Danainae, por exemplo, que apresentam também
as androcébnias alares, frequentemente associadas com veias das asas. Os odores de
feroménio sdo emitidos a partir glandulas da androcénia durante a vibragdo das asas
do macho no decurso da corte (GRANT & BRADY, 1975; BAKER & CARDE, 1979;
RUTOWSKI, 1980; PIVNICK et al., 1992; SCHULZ et al., 1993). No género Bicyclus
Kirby, 1871 (Lepidoptera, Nymphalidae, Satyrinae) os machos das oitenta espécies
conhecidas se diferenciam principalmente pela localizagdo e numero de glandulas de
odor e escamas modificadas semelhantes a fios de cabelo que cobrem estas glandulas
(CONDAMIN, 1973; LARSEN, 2005), presumindo-se que para ajudar a dispersar
odores do macho (CONSTANZO & MONTEIRO, 2007). A diversificacdo das
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androcdnias e odores associados podem ter sido importantes durante a especiagao e
divergéncia dentro deste género. Bicyclus anynana (Butler, 1879) (Nymphalidae,
Satyrinae) foi uma espécie utilizada na investigagcdo sobre o funcionamento de
mecanismo de selecao sexual para pistas visuais. Verificou-se que as fémeas preferem
acasalar com machos de tamanho intermediario para as pupilas presentes no centro
das manchas ocelares (ROBERTSON & MONTEIRO, 2005), que os sinais volateis sao
tdo importantes quanto as indicagdes visuais na escolha do macho pela fémea
(COSTANZO & MONTEIRO, 2007), e que sao os mais utilizados na avaliagdo da
qualidade do companheiro (NIEBERDING et al., 2012; VAN BERGEN et al., 2013). Em
B. anynana o uso de multiplos sinais, como feroménio e pistas visuais, podem
beneficiar a fémea, o companheiro intraespecifico e a avaliacdo interespecifica
(COSTANZO & MONTEIRO, 2007). Nesta espécie ocorre o fenbmeno da modulagéo
plastica mutua através de ornamentagao sexual, devido as diferencas de temperatura
de desenvolvimento da larva; temperatura esta que quando baixa (17°C) origina fémea
que atrai o macho e que quando alta (27°C) origina macho que atrai a fémea (PRUDIC
et al., 2011). Sugere-se que a utilizacdo de feroménios pelo macho € generalizada
dentro do género, e que os feromdnios séo sinais espécie- especificos (WANG et al.,
2014). Em Heliconius, as androconias alares foram recentemente estudadas e suas
escamas identificadas em machos da Heliconius melpomene (Linnaeus, 1758)
(Nymphalidae, Heliconiinae), (MOORE, 2014; DARRAGH et al., 2017) e Heliconius
erato (Linnaeus, 1758) (Nymphalidae, Heliconiinae), (MOORE, 2014).

Anadlises quimicas de dezessete espécies e subespécies de Heliconius
(Heliconius melpomene rosina, Heliconius melpomene plesseni, Heliconius melpomene
malleti, Heliconius cydno chioneus, Heliconius cydno zelinde, Heliconius cydno weymeri
f. gustavi, Heliconius cydno weymeri f. weymeri, Heliconius hecale melicerta, Heliconius
doris, Heliconius sara, Heliconius ismenius, Heliconius erato demophoon, Heliconius
timareta florencia, Heliconius elevatus, Heliconius pardalinus, Heliconius himera e
hibridos selvagens inter-raciais de H. cydno (Doubleday, 1847) mostraram que os
compostos identificados podem desempenhar um papel na escolha do companheiro,
ajudando assim a manter a integridade das espécies em um género de borboleta

caracterizada por profundo interespecifico fluxo de genes (MANN et al., 2017).
Fungoées da androcénia

A funcdo mais facilmente perceptivel, em estudos dos feroménios liberados

pela androcénia na ordem Lepidoptera, € a de tornar a fémea mais receptiva aos
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avancos do macho e com isso aumentar as chances de um acasalamento bem-
sucedido; e possivelmente também servir como um componente de reconhecimento
intra e interespecifico a curta distancia (ANDERSSON et al., 2007; NIEBERDING et al.,
2008; WANG et al., 2014). Existem outras fungdes que poderiam explicar a ocorréncia
generalizada de feromdnios no macho de borboletas, como fornecer informagdes
confiaveis sobre a qualidade do macho e assim tornar a fémea protagonista na escolha
do companheiro (DUSSOURD et al, 1991; IYENGAR et al., 2001), facilitar a
identificagcdo dos sexos durante o namoro e identificar machos entre machos; em
espécies nas quais os machos apresentam comportamento de defesa de territorio de
acasalamento (KEMP & WIKLUND, 2001).

Andersson et al. (2007) ressaltam que as fun¢des das androcOnia n&o sao
mutuamente exclusivas, e, que as quatro primeiras fungdes, aqui citadas, poderiam ser
importantes para uma fémea quando em situacdes de corte; evidenciando-se que o
estimulo sexual e o comportamento de aceitacdo da fémea estdo sob a influéncia de
um feroménio sexual do macho, que deve ser simultaneamente espécie-especifico e
sexo-especifico, pois existe uma forte selecdo contra acasalamentos interespecificos.
Os machos de diferentes espécies, observados em situagbes de corte, utilizam
ativamente seus dispositivos de liberagao de feromdnio quando estdo cortejando uma
fémea (ANDERSSON, 1994).

A origem dos feroménios atrativos em Nymphalidae

A diversidade quimica de componentes dos feroménios afrodisiacos dos
machos acompanha a diversidade de borboletas existentes. Alguns comprovadamente
derivados de plantas como os derivados de alcaloides, terpendides, aromaticos ou
acidos carboxilicos e outros que necessitam de maiores analises. Devido a variedade
de bouquets odoriferos dos feromédnios dos machos acredita-se que as vias
biossintéticas subjacentes evoluiram multiplas vezes, independentemente, durante a
trajetéria evolutiva (LIENARD et al., 2014).

Na familia Nymphalidae, como por exemplo, algumas borboletas da
subfamilia Danainae (NISHIDA et al., 1996; STRITZKE et al., 2002; SCHULZ et al.,
1993, 2004) e algumas Heliconius spp., da subfamilia Heliconiinae (SCHULZ et al.,
2007, 2008) foram investigadas com relagdo a origem dos feroménios afrodisiacos. O
macho de Danainae procura ativamente, captura, e metaboliza os alcaloides de plantas

que vao dar origem aos afrodisiacos (BOPPRE, 1990). Em Ithomiini (Lepidoptera,
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Danainae) a comunicagao quimica se da através de franjas das asas, que podem ser
expostas independentemente da presenca de fémeas, com a utilizacdo de compostos
derivados de alcaloides pirrolizidinicos (Aps). Dentre os Aps, na familia Arctiidae
(Heterocera) e na subfamilia Danainae, por exemplo, a licopsamina € armazenada para
protecao contra predadores. Ainda, muitos a utilizam como precursor de feromdnios do
macho (BROWN, 1984; BOPPRE, 1986; TRIGO et al., 1994). Os géneros Tithorea
Doubleday, 1847 (Danainae, Ithomiini) e Tellervo Kirby, 1894 (Danainae, Tellervini)
sequestram Aps na fase larval durante a alimentagédo (TRIGO & BROWN, 1990; ORR
et al., 1996).

Idea leuconoe possui uma planta hospedeira que contém uma série de Aps
(ABE & YAMAUCHI 1982), e o adulto aloja grandes quantidades de componentes
alcaloides sequestrados em seus tecidos corporais (NISHIDA et al., 1991). Deste
modo, ao contrario da maioria das outras espécies de Danainae, os machos adultos

nao procuram Aps.
Composicao quimica dos semioquimicos afrodisiacos em Lepidoptera

Nas fémeas os feromdnios consistem majoritariamente em alcodis, aldeidos
e acetatos graxos de cadeia linear. Para ilustrar, um exemplo tradicional é o atrativo
sexual produzido por fémeas de B. mori o (E,Z)-10,12-hexadecadien-1-ol (bombicol)
(BUTENANDT et al, 1959; BUTENANDT & HECKER, 1961) que ¢é secretado
juntamente com vestigios do respectivo isbmero, (E,E) (KASANG et al.,, 1978a) e o
aldeido de configuragao (E,Z) , o bombical (KASANG et al., 1978b). O Bombicol
sozinho é capaz de elicitar um padrao de comportamento sexual da mariposa macho
que é parcialmente bloqueado se o bombicol for liberado juntamente com o bombical
(KAISSLING et al., 1978). A fungao biolégica da inibicdo por bombical € desconhecida.
Curiosamente as fémeas de B. mori ndo sao capazes de cheirar seu proprio feromonio
embora existam espécies de mariposas nas quais as fémeas cheiram o seu proéprio
feroménio (SCHNEIDER et al., 1988). Em B. mori, um neurbnio é adaptado para o
acido benzoico (HEINBOCKEL & KAISSLING, 1996; PRIESNER, 1979; DE BRITO
SANCHEZ, 2000; DE BRITO SANCHEZ & KAISSLING, 2005), outro neurdnio € mais
sensivel ao norterpeno 2,6-dimetilhept-5-en-1-ol, e dez vezes menos sensivel ao linalol
(BARROZO & KAISSLING, 2002; PRIESNER, 1979). O acido benzoico é emitido a
partir da secrecao intestinal (mecbnio) de mariposas recentemente emergidas, a
origem natural do norterpeno € desconhecida, e o seu significado para as fémeas B.
mori nao foi explorado (ZIESMANN et al., 2000).
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Outro exemplo é o citral (uma mistura de Neral e Geranial) em P. napi
(BERGSTROM & LUNDGREN, 1973), que € emitido quando os machos est&o
interagindo em voo com machos coespecificos (ANDERSSON et al., 2000) e com
fémeas, como demonstrado através de analises eletroantenograficas por Larsdotter-
Mellstrom et al. (2016).

Os compostos como danaidona, hidroxidanaidal e danaidal, sé&o
frequentemente utilizados pelas espécies da subfamilia Danainae e familia Arctiidae
como feroménios, muitas vezes ocorrendo como misturas de dois componentes. Na
maioria das espécies, o0 hydroxydanaidal esta presente; outros compostos
frequentemente utilizados s&o danaidona e o danaidal (SCHULZ et al., 1993;
HARTMANN & OBER, 2000). A base de dados de feroménios e semioquimicos,
Pherobase (EL-SAYED, 2018) apresenta ainda a danaidona como feroménio de
Lycorea ceres ceres (Cramer) (Nymphalidae, Lycoreinae) (MEINWALD et al., 1966). A
féormula estrutural dos compostos acima citados e outros compostos aqui citados

podem ser acessados no QUADRO 1.
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QUADRO 1 — FORMULAS ESTRUTURAIS DE COMPOSTOS CITADOS NO TEXTO

. Nome do . Nome do
N Formula estrutural Formula estrutural
composto composto
Bombicol (2R,6R,10R)-
1 ((EZ)-10,12- 12 /?i/\/\/\/\/\/l\ R
TS0 hexadecadien- trimetilpenta
1-ol) decan-2-ol
)v&/ o
2 = # Linalol 13 =0 tetradecenol
(Z-9-14:0H)
=
0 (Z)-9-
3 = - (E)-B-farneseno 14 \/\/\/\/=\/\/\/\,J'LH octadecenal
O s
4 Acido benzoico 15 H octadecanal
OH
o

o _dimetilhent.
5 ;16 P e ——— henicosano
o -en-1-ol

O, _H
_ (2)-11-
6 Y\/g Citral 17 wain icosenal

O
7 = Danaidona 18 WH icosanal
\_N
0
OH H
8 Hidroxidanaidal 19 i, (2)-13-
- docosenal
N/
0] H ) \:_,,
i HO H 3 Licopsamina
9 Danaidal 20 D
/ B gﬁg\”
N % N HO
o N N~
10 HO, H z Intermedina 21 HO o Rinderina
N M N g’@’
N HO N HO

\,,,
>/(7\/ Echinatina
oHO

FONTE: Prof. Dr. Diogo Montes Vidal e o autor, 2018.

Idea leuconoe Erichson, 1834, exibe “hair-pencils” durante a corte, que

contém uma mistura de alcaloides dihidropirrolizinicos, aromaticos, terpenos,
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hidrocarbonetos e uma série de y-lactonas (NISHIDA et al., 1996; SCHULZ & NISHIDA,
1996; STRITZKE et al., 2002). Em Ithomiinae, foram encontrados o hidroxidanaidol e
dihidropirrolizinato de metila e lactonas, entre outros compostos (EDGAR et al., 1976;
SCHULZ et al., 1988; SCHULZ, 1992). A licopsamina € o principal Ap armazenado por
Ithomiinae (TRIGO et al., 1996). Ela apresenta a mesma configuragdo absoluta na sua
parte necina acida e é provavel que seja o precursor biogenético direto de alguns
compostos. Intermedina, rinderina, e echinatina, também s&o coletados por adultos
Ithomiinae e sado transformados pelas borboletas no suposto precursor de feromdnio
licopsamina (TRIGO et al., 1994).

O feroménio do macho de B. anynana é formado por uma mistura de um
composto derivado de fitol, o (2R,6R,10R)-6,10,14-trimetilpentadecan-2-ol em conjunto
com o derivado de acido graxo (AG) (Z)-9-tetradecenol (Z-9-14:0H) e hexadecanal
(16:Ald). Este bouquet odorifero do feromodnio é liberado durante a exposi¢cado do corte
ritualizada de dois conjuntos de estruturas de escamas modificadas, as androcénia
localizadas nas asas anteriores e posteriores. Os compostos Z-9-14:0H e 16:Ald, sao
estruturalmente idénticos aos conhecidos componentes de feromdnios sexuais de
fémeas de mariposas; entretanto, sua origem permanece incerta devido possivelmente
a multiplas rotas alternativas que levam a estas estruturas quimicas (LIENARD et al.,
2014). A base de dados de ferombnios e semioquimicos, Pherobase (EL-SAYED,
2018) apresenta para dezesseis espécies do género Bicyclus, os compostos
afrodisiacos principais das asas do macho, que variam entre alcodis e acetonas
(HEDENSTROM et al., 2015) e ésteres (WANG et al., 2014).

Heliconius melpomene (Linnaeus, 1758) (Nymphalidae, Heliconiinae)
possuem seis componentes quimicos como potenciais feromonios sexuais do macho,
que foram encontrados em extratos da asa a partir de amostras obtidas do Equador.
Os compostos sao o (Z)-9-octadecenal, octadecanal, henicosano, (Z)-11-icosenal,
icosanal e (Z)-13-docosenal. Fora destes seis compostos, unicamente o alcano
henicosano foi encontrado em todas as regides da asa, mas (Z)-9-octadecenal,
octadecanal, (Z)-11-icosenal, icosanal e (Z)-13-docosenal foram restritas a regiao de
escamas androconiais da asa (DARRAGH et al., 2017).

Recentemente dezessete espécies e subespécies de Heliconius foram
utilizadas em um trabalho de identificacdo de compostos e observagdo sobre a
diversidade na quimica dos compostos volateis presentes na androcénia das asas do

macho comparada com a diversidade dos padrdes de cores miméticas das asas das
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espécies (MANN et al., 2017). Observou-se que a maior parte dos compostos
identificados se originam de acidos graxos precursores comuns, incluindo aldeidos,
alcodis, acetatos ou ésteres preferencialmente com uma cadeia C18 e C20, juntamente
com alguns alcanos. Cada espécie possui uma mistura especifica de compostos.
Assim por exemplo, o octadecanal é caracteristico para H. melpomene, com uma
variagdo na composi¢cao entre os individuos. Analises de grupos de ocorréncia dos
compostos de buqués individuais e analises baseadas em motivos biossintéticos, como
o grupo funcional, o comprimento da cadeia, ou modificagdo basica do carbono-
espinha dorsal foram usadas para revelar padroes estruturais. Com isso constatou-se
que os pares de miméticos alopatricos (que sdo separados geograficamente) contém
diferentes buqués aromaticos, mas também alguns compostos em comum, enquanto
que espécies simpatricas (que vivem em uma mesma area geografica), miméticas e

nao mimeticas, possuem mais distingdo na composi¢cao dos compostos.
Os comportamentos de corte em Lepidoptera

Nos rituais de acasalamento existem os comportamentos de corte ou
namoro onde cada sinal emitido por um individuo contribui para a atratividade do outro.
Em lepidoptera sdo multiplos sinais que irdo atuar em diferentes especificidades
sensoriais. Adultos irdo determinar suas preferéncias para alguns destes sinais no pré-
acasalamento juvenil ou na experiéncia social com a maturidade sexual individual,
durante os quais séo aprendidos (COSTANZO & MONTEIRO, 2007).

Em Pieris napi Linnaeus, 1758 (Lepidoptera, Pieridae), as androcbnias do
macho liberam feroménio que é disperso de forma passiva durante o voo, enquanto em
outras espécies de mariposas e borboletas as androcbnias s&o incorporadas
ativamente no namoro. Ainda em P. napi, como em outras espécies da familia Pieridae
como Pieris rapae Linnaeus, 1758, Pieris brassicae (Linnaeus, 1758) e Anthocharis
cardamines (Linnaeus, 1758), fémeas nao receptivas reagem a corte masculina,
estendendo suas asas lateralmente e levantando o seu abdome no ar, desempenhando
a chamada “postura de recusa do companheiro” (OBARA, 1964; WIKLUND &
FORSBERG, 1985; FORSBERG & WIKLUND, 1989). Este comportamento da fémea
parece ter duas fungdes: fazer com que seja fisicamente dificil para um macho formar
um par com uma fémea que esta sendo cortejada e disseminar volateis que podem ser
facilmente percebidos pelo macho cortejador; pois muitos machos parecem ser
capazes de distinguir entre fémeas virgens e acasaladas. Em P. napi, P. rapae e P.

brassicae diferentes volateis sao liberados pelas fémeas virgens e acasaladas quando
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exibem a postura de recusa do companheiro (ANDERSSON et al., 2000; ANDERSSON
et al., 2003). Fémeas virgens e acasaladas primeiramente apresentam a postura de
recusa do companheiro quando abordadas por um macho, mas quando uma fémea
aceita o cortejo do macho ela sinaliza sua receptividade, fechando as asas e acedendo
(FORSBERG & WIKLUND, 1989). Ao perceber este sinal, o macho cortejador pousa ao
lado da fémea, curva seu abdémen para o lado para fazer contato genital com a fémea,
e, geralmente apds, leva a fémea em um curto voo pés-nupcial. Em P. napi, os machos
emitem um forte cheiro de citral (BERGSTROM & LUNDGREN, 1973). Este odor &
emitido quando os machos estdo interagindo em voo com machos coespecificos
(ANDERSSON et al., 2000). Mais tarde Larsdotter-Mellstrom et al. (2016) utilizaram
analises eletroantenograficas para demonstrar que as fémeas sdo mais sensiveis que

os machos ao citral, uma duvida levantada no trabalho de Andersson et al. (2007).

Os “hair-pencils” abdominais de machos de Idea leuconoe Erichson, 1834
(Nymphalidae, Danainae) sao formados por um par de pincéis grandes e um par de
pequenas escovas, cada par alojado de forma independente em sua proépria bainha. Os
machos evertem os ‘hair-pencils” durante a corte enquanto pairam acima de uma
fémea, disseminando, assim, os seus produtos quimicos volateis. Estas escovas
abdominais ocasionalmente tocam as antenas da fémea ou uma parte do corpo, e, em
seguida a fémea aceita o macho e a copula ocorre (Nishida et al. 1996). Os
componentes quimicos do feroménio dos “hair-pencils” sugerem um papel decisivo do
macho na corte, como foi mostrado na borboleta rainha, Danaus gilippus (Cramer,
[1775]) (Nymphalidae, Danainae) (PLISKE & EISNER, 1969). Em [. leuconoe os
machos também exibem ‘“hair-pencils” apés ataques de predadores, disseminando um
odor semelhante ao do fenol. Com isto sugere-se uma fungao secundaria dos volateis
emitidos pelo hair-pencil como repelentes ou como um odor aposematico em conjunto
com os alcaloides pirrolizidinicos sequestrados no corpo. Embora os machos de /.
leuconoe ndo mostrarem afinidade para alcaloides pirrolizidinicos, sao fortemente
atraidos para algumas substancias fendlicas, que implica em uma associagao
farmacoldgica diferente de todas as outras espécies da subfamilia Danaine (NISHIDA
et al., 1996).

Em Hipparchia semele (Linnaeus, 1758) (Nymphalidae, Satyrinae), o macho
toma as antenas do sexo feminino entre suas asas, fazendo-as entrar em contato com
a androcénia e com os feromobnios que as suas escamas carregam (TINBERGEN et al.,
1942; ANDERSSON et al., 2007). Em Danaus gilippus berenice (Cramer, 1779) o
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macho executa um voo de corte logo acima da fémea durante o qual ele movimenta
seus ‘“hair-pencils” e encharca a fémea com “p6 do amor” (BROWER et al., 1965). O
“p6 do amor” sao particulas finas produzidas por pelos cuticulares, impregnadas com o
feromdénio do macho, que aderem as antenas da fémea, fornecendo uma fonte de
longa duragao do estimulo que faz com que a fémea se torne receptiva para a copula
(BOPPRE & VANE-WRIGHT, 1989). De um modo similar, em Danaus plexippus
(Linnaeus, 1758) (Nymphalidae, Danainae), as monarcas-macho, primeiro perseguem
as fémeas no ar, em seguida, com os movimentos aéreos de seus “hair-pencils”,

realizam uma queda aérea pouco antes da cépula (PLISKE, 1974).

Experimentos de escolha comportamental com fémeas de H. melpomene, H.
erato e H. timareta mostraram que o0s machos coespecificos sdo discriminados
fortemente quando tém sua regido androconial bloqueada experimentalmente
(DARRAG et al., 2017). Provavelmente a faixa de sobreposicdo desempenha um papel
durante a corte, pois durante a corte do macho de H. erato phyllis, a faixa de
sobreposicao fica claramente visivel, devido aos movimentos vibratérios das asas dos
machos sobre a fémea, que expdem a androcénia (KLEIN & DE ARAUJO, 2010).

Particularidades da androcénia no género Heliconius

De acordo com Moore (2014), em H. erato e H. melpomene as androcOnias
sdo encontradas nas asas posteriores, na faixa de sobreposicdo, uma area de
escamas castanho-prateadas-brilhantes na margem costal, que pode ser analisada em
vista dorsal. A mesma regido também foi objeto de estudo de semioquimicos e
morfologia por Mann et al. (2017) e Darrag et al. (2017). Aymone et al. (2013)
examinaram a ultraestrutura das escamas nao androconiais encontradas em H. erato
phyllis. Os autores concluiram que a faixa de sobreposi¢gdo poderia servir como uma
ferramenta util para a compreenséo do desenvolvimento, pigmentagcao e ultraestrutura
das escamas, que sao conectados. A concentragdo de androconium nesta area pode
estar associada a fatores de desenvolvimento ou seletivos que controlam a evolugao

da faixa de sobreposi¢cao, mas estes permanecem indefinidos.

Mdaller (1912) descreve as escamas androconiais de Heliconius apseudes,
Heliconius eucrate e Heliconius besckei, entre outros Nymphalidae, como bastante
variaveis, na face superior da asa posterior, perto da margem costal e particularmente
ao longo da costal e subcostal. veias. Eles sdo inseridos entre as escamas comuns,

com a margem apical geralmente fortemente arqueada com uma franja densa, uma
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haste fina com revestimento fino e flacido e um soquete. As cavidades sdo muito
maiores que as de outras escamas, esféricas e com uma margem escura, como se
contivesse alguma substancia fortemente refrativa, que em espécimes recém-surgidos
nao existe. Barth (1952) procurou localizar e medir as escamas androconiais

encontradas em ambas as asas de Heliconius phyllis e Heliconius narcaea.

Acredita-se que a maioria das espécies de Heliconius tenha androconias
alares, embora os estudos sobre a mecéanica de corte e copula sejam escassos
(MOORE, 2014).

1.2 A GUARDA E O ACASALAMENTO PUPAL

O comportamento dos machos de ficar de guarda sobre pupas fémeas até a
sua emergéncia, chegando a acasalar quando esta ainda esta na pupa sdo fenémenos
pouco estudados. Segundo Beebe et al. (1960) as pupas dos Heliconiinae apresentam
grande variedade na forma e ornamentagdo. As cores variam de marrom escuro a
quase branco, as veias da asa sao frequentemente marcadas com pigmento escuro, e
manchas douradas sao caracteristicas habituais das partes dorsais do térax e abdome,
sdo caracteres taxonOmicos identificaveis. As pupas, em Nymphalidae, estdo
suspensas pela ponta do cremaster (uma série de pequenos ganchos ou apenas um
unico gancho maior que se prende a um bloco de seda produzido pela larva de ultimo
instar no local da pupacgéo) e apresentam estruturas superficiais como tubérculos e
espinhos. A cabegca apresenta um par de projecoes que vao desde tubérculos
pequenos a apéndices longos, achatados e recortados. Nos segmentos anais, na
regido ventral pode-se observar sulcos, que de acordo com o tamanho e posi¢ao

permitem a sexagem das pupas.

O acasalamento pupal se realiza apdés a guarda-pupal das pupas fémeas
pelos machos de heliconineos, onde alguns machos ficam pousados sobre a pupa
aguardando a emergéncia da fémea ou a sua maturagdo. Assim este sistema de
acasalamento animal elege qual o sexo que tem mais poder na escolha do parceiro
(SHUSTER, 2009), e este equilibrio ira influenciar as caracteristicas que estao sob
selecdo sexual e ajuizar conflitos entre os sexos. O sistema de acasalamento das
borboletas Heliconius forma dois grupos: Aproximadamente metade das espécies é
considerada de acasalamento adulto, no qual machos abordam fémeas adultas, que
podem aceitar ou rejeitar a copula (RUTOWSKI, 1984; SCOTT, 1972; WALTERS et al.,

2012). No segundo grupo estdo os heliconineos com um sistema de acasalamento
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conhecido como de acasalamento pupal. Neste sistema, o macho copula com a fémea
recém-emergida (DEINERT et al., 1994; Edwards, 1881; GILBERT, 1975, 1976, 1991)
ou inicia a copula antes da fémea emergir completamente. No ultimo caso o macho
quebra o estojo da pupa e insere o abdémen para iniciar o acasalamento (DEINERT et
al., 1994; GILBERT, 1975; SOURAKQOV 2008). Os machos podem realizar a guarda
pré-copulatéria (pupal ou pré-acasalamento), onde podem passar dias sobre as pupas
e competir com outros machos por espago e acesso a fémea (DEINERT et al., 1994;
EDWARDS 1881). Tanto no acasalamento pupal antes ou apdés a emergéncia da
fémea temos exemplos de coercao sexual (CLUTTON-BROCK & PARKER, 1995) pois

as fémeas nao podem rejeitar as tentativas de acasalamento do macho.

Estrada et al. (2010) pesquisaram a guarda pré-copulatéria em pupas
fémeas em Heliconius charithonia (Linnaeus, Nymphalidae) procurando identificar as
pistas que permitem que os machos determinem a maturidade e o reconhecimento
sexual das pupas fémeas. A guarda pupal pode ocorrer quando a pupa fémea exibe a
cor castanho-claro ou quando esta translucida, revelando as cores das asas (habituais
em ambos os sexos) e o corpo do adulto (ESTRADA, 2009). Dois volateis apareceram
consistentemente em apenas um dos sexos: o monoterpeno linalol foi encontrado
exclusivamente em pupas tardias de machos, e o 6xido de linalol (furandide) que foi
liberado por pupas tardias de fémeas. Foi descoberto que os machos reconhecem
pupas fémeas usando pistas volateis de monoterpenos sexo-especificos produzidos no
final do desenvolvimento pupal de ambos os sexos (ESTRADA et al., 2010).

O presente estudo abrange trés lepidopteros, H. erato phyllis, Heliconius
ethilla narcaea e H. besckei, encontrados em uma grande area comum da Mata
Atlantica, Brasil, e apresentando uma interagdo comportamental em observagdes de
campo. Os estudos morfolégicos apresentados aqui complementam os estudos de
Miuller (1912) para as espécies Heliconius ethilla narcaea e Heliconius besckei, e de
Barth (1952) para as espécies H. erato phyllis e H ethilla narcaea. Estes lepidopteros
foram estudados neste presente trabalho, por meio de técnicas de microscopia otica
padrdao (MO), microscopia eletrénica de varredura (MEV), microscopia eletrbnica de

transmissao (MET) e de metodologia de ecologia quimica.
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo geral

Investigar a composi¢ao quimica dos volateis, a morfologia e a etologia relacionadas a
androcbnia alar e pupas de Heliconius erato phyllis, Heliconius ethilla narcaea e

Heliconius besckei.
1.3.2 Os objetivos especificos
Coletar, extrair e identificar glandulas e feromdnios relacionados aos lepidépteros.

Determinar os compostos presentes nos bouquets afrodisiacos emitidos pela

androcoénia alar e pupas.

Analisar os extratos em CG / CG-EM.

Realizar analise qualitativa pelos indices de retencéo e indice de Kovats e importancia
bioldgica.

Realizar analise quantitativa dos compostos nas androcénias de machos excitados e

nao excitados.
Determinar a morfologia dos 6rgaos e glandulas envolvidas na produg¢do dos volateis.

Analisar os extratos em CG, CG-EM e EIV.
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2 METODOLOGIA

No insetario citado no capitulo |, apds a coleta e adaptacdo de fémeas para
a postura de ovos, obtencdo das larvas, e de adultos virgens, iniciaram-se o0s
procedimentos para obtencdo do comportamento de inicio da corte, dissecacdo das
faixas de sobreposicdo das asas, preparagdao dos extratos, as analises quimicas, e
morfoldgicas. A area de reproducao foi utilizada por uma espécie ou subespécie

separadamente. Heliconius besckei foi analisada parcialmente.

A metodologia aqui relatada encontra-se abaixo, no resumo esquematico
(FIGURA 12), onde as linhas tracejadas correspondem a etapas parcialmente
concluidas, e as linhas tracejadas e duplamente pontilhadas correspondem a etapas
nao realizadas.

FIGURA 12 - RESUMO ESQUEMATICO DA METODOLOGIA DE ANALISE DA ANDROCONIA DAS
ASAS DOS LEPIDOPTEROS

{Melodologia - INTERAGAO INSETO-INSETO - Androcénia Alar}

Insetério

Compostos F;
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Fémea virgem
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tratado comportamento
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\\ Identificagdo estrutural dos bouguets
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Y Quantificacdo
& Determinagdo de IR
Analise Estatistica

(Heffconius erato phyllis ][Heh'conius ethilla narcaea ] [Hel‘iconius besckei ]
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CG/CG-EAD Comp. Bioativos Espectroscopia
no Infravermelho
"
)
///
MEV/MET Dissecacdo f-------——--cccmmmmm. Extrag#io por solvente-——————— | Extratos

FONTE: O autor (2017).

Apos a obtencdo das pupas, iniciaram-se os procedimentos para obtencao
dos volateis 24 h antes da emergéncia da fémea. A pupa prestes a emergir &
identificada pela sua transparéncia, que permite a observacdo das cores das asas.

Somente a subespécie H. erato phyllis foi analisada parcialmente.

A metodologia aqui relatada encontra-se abaixo, no resumo esquematico

(FIGURA 13), onde as linhas tracejadas correspondem a etapas parcialmente
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concluidas, e as linhas tracejadas e duplamente pontilhadas correspondem a etapas

nao realizadas.

FIGURA 13 - RESUMO ESQUEMATICO DA METODOLOGIA DE ANALISE DO ACASALAMENTO
PUPAL DOS LEPIDOPTEROS

[Metodologia - INTERAGAO INSETO-INSETO - ACASALAMENTO PUPALJ

G e

== el ” Compostos a7, -
Insetario ===~ T T Blognsalos " Identificados €
P f ! 5 Art\ﬁcual Tratada M h d Comportamento
upa emed e ndo Tratada acuos Macuros Observado

[24 h antes da emergencaa

‘\
A . Identificacdo estrutural dos bouquets Y

P ~. ifi 3
e s Quantificagdo Identificagao
- S Determinagéo de IR dos compostos
Tai i Analise Esktatl'stica

FONTE: O autor (2017).

2.1. CRIACAO DE Heliconius erato phyllis, Heliconius ethilla narcaea e Heliconius

besckei
Objetivo: Obtencao de adultos e imaturos (pupas) para coleta de volateis.

Borboletas adultas foram coletadas na floresta nativa do Centro Politécnico
da Universidade Federal do Parana, Parque Barigli e Parque Barreirinha, em Curitiba,
Parana, Brasil. Através da separagao de machos e fémeas e do controle da prole
oriunda dos acasalamentos, a variabilidade genética dos lepiddpteros foi assegurada.
Foram tomados todos os cuidados higiénicos na manipulagéo dos espécimes para nao
ocorresse contaminagao por agentes externos. Para a criacdo e manipulagdo dos
adultos, um insetario revestido com Sombrite ®, que permite a passagem de 30% da
luz solar direta, foi utilizado como ambiente seminatural. Dentro do insetario, potes com
P. edulis, Passiflora actinia Hooker, 1943, foram utilizados como plantas hospedeiras
de oviposigao. Impatiens walleriana Hook, e recipientes com dieta artificial (BORGES et

al. 2010), foram utilizados como fonte alimentar.

2.2. MORFOLOGIA DAS ASAS
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Objetivo: Determinar a morfologia das veias e faixa de sobreposi¢cdo das asas.

As asas, de quinze exemplares, foram dissecadas e colocadas em
hipoclorito de soédio a 20%, e apds o clareamento foram desidratadas em alcool GL
99% e secas (FIGURA 14). A andlise das veias foi realizada utilizando um
estereomicroscopio e ilustragbes foram obtidas em cémera clara (estereomicroscépio
Zeiss Stemi SV6). Imagens de asas do macho e da fémea foram obtidas pela camera
LG10.

FIGURA 14 — DISSECACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISES MORFOLOGIAS E QUIMICAS

f :

FONTE: O autor (2017).
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2.3. MORFOLOGIA DAS ESCAMAS ANDROCONIAIS

Objetivo: Determinar a morfologia da glandula, da cavidade cuticular e da escama que
compdem a unidade produtora de odor da androcdnia alar dos lepidopteros através de
MO, MEV e MET e das pupas em MO.

A ultraestrutura tegumentar das unidades produtoras de odor (cada uma
consistindo de uma célula glandular, uma cavidade cuticular e uma escama) foi
estudada no Centro de Microscopia Eletrénica da UFPR. As asas foram dissecadas e
secas em um forno (8h aproximadamente) e imagens capturadas em microscépio
eletrénico de varredura JEOL JSM 6360-LV e TESCAN VEGA3 LMU. Escamas foram
coletadas de quinze espécimes raspando-se as diferentes areas da asa. Eles foram
colocados em uma lamina seca pré-tratada com KY®. Uma gota de KY® foi adicionada
na lamina que foi coberta por laminula (FIGURA 15) e fotografada com um microscopio
OLIMPUS BX51, usando o software CELL F.®. Quinze escamas androconiais de cada
espécie foram medidas a partir da base lateral da lamina até a maior borda das franjas
(comprimento) e a maior borda lateral (largura) utilizando o software Imaged®. O

programa R® foi utilizado para analise estatistica.

FIGURA 15 — PREPARAGAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISES MORFOLOGIAS EM MICROSCOPIO

FONTE: O autor (2017).

As escamas androconiais foram seccionadas transversalmente sob

estereomicroscopio com uma l|amina de bisturi e posteriormente posicionadas
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individualmente em fitas adesivas de cobre com o auxilio de um microalfinete
entomoldgico. As secgdes foram examinadas e fotografadas em um microscépio
eletronico de varredura JEOL JSM 6360-LV e TESCAN VEGA3 LMU.

Para analises de microscopia eletrbnica de varredura, as amostras foram
desidratadas em um secador de pontos criticos Baldec CPD030, montadas com fita
dupla-face em pontas de metal e revestidas com ouro em um equipamento de
revestimento por pulverizagdo Bal-tec SCD050. Os espécimes foram examinados e as
imagens capturadas em um microscoépio eletrénico de varredura JEOL JSM 6360-LV e
TESCAN VEGA3 LMU. Para microscopia eletrbnica de transmissao, os espécimes
foram preservados em uma mistura de 1% de paraformaldeido e 2% de glutaraldeido
em um tampao cacodilato 0,1 M. O material foi entdo lavado no mesmo tampéo, pos-
fixado com tetréxido de 6smio 1% e tampao cacodilato 0,1M por 1 h, desidratado em
uma série ascendente de alcool, pré-embebido em resina epon e 6xido de propileno (1:
1), e finalmente incorporado resina epon (resina Epon B212). O material foi entdo
polimerizado por 72h a 60 ° C. Cortes semifinos (2 um) foram obtidos com
ultramicrétomo Leica UCT, utilizando facas de vidro, e coradas com azul de toluidina a
1% em tetraborato de sédio a 1%. Cortes ultrafinos (70 nm) foram obtidas com o
mesmo ultramicrétomo, empregando uma navalha de diamante (Diatome). Estes cortes
foram contrastados com 5% de acetato de uranila, seguido por 1% de citrato de
chumbo (REYNOLDS, 1963). Os cortes ultrafinos foram examinados usando um

microscopio eletrdnico de transmissdo JEOL JEM 1200 EX II.

As pupas foram fotografadas no espacgo destinado ao projeto Taxonline,
Departamento de Zoologia, UFPR, em estereomicroscopio Leica® MZ16, fotografias
com montagem de imagens sequenciais em diferentes planos focais, com camera

fotografica Leica® DFC 500, médulo Leica® las 3D view e las montage.
2.4 EXTRACAO POR SOLVENTE
Objetivo: Obter extratos da faixa de sobreposicado das asas dos lepiddpteros.

Uma fémea virgem é colocada em area de acasalamento com dois machos
maduros. Apds o inicio do namoro, os adultos sdo separados e as suas bandas de
sobreposigao (das asas anteriores e posteriores) sao dissecadas e colocadas em
hexano (200 pL), durante 45 min, em frasco de 1,5 ml. Um padrao interno (PI)
tetradecano, 100ppm, 5pulL/extrato, foi adicionado ao extrato final. O extrato foi

quantificado com base na area do pico Pl. Foram realizadas 10 repeticbes e foram
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quantificados quatro (4) extratos de machos adultos excitados e ndo excitados para

cada espécie e subespécie de lepidoptero.
2.5 MICROEXTRACAO POR FASE SOLIDA (SPME)

Objetivo: Extrair e obter analises qualitativas iniciais dos compostos extraidos por
SPME.

Uma pupa, 24h antes da emergéncia, é colocada em frasco de vidro de 4 ml
isolado com fita veda rosca, no qual insere-se através de um orificio a ponta do extrator
de microextragdo em fase sélida (SPME) com 65 milimetros de fibra de polidimetil
siloxano/divinil benzeno (Supelco, Sigma-Aldrich Corporation). A fibra de SPME foi
exposta por 5 horas (FIGURA 16). Foram realizadas trés (3) repeticdes de pupa macho

e fémea para cada espécie e subespécie de lepiddptero.

FIGURA 16 - MICROEXTRACAO POR FASE SOLIDA (ETAPAS): (a) MICROEXTRATOR DE FASE
SOLIDA. (b) PUPA DE Heliconius erato phyllis 24 h ANTES DA EMERGENCIA. (c) UNIDADE DE
EXTRAGCAO: FRASCO COM PUPA E EXTRATOR DE SPME COM A FIBRA NO ESPAGO INTERNO
DO FRASCO

FONTE: O autor (2017).

As amostras foram analisadas imediatamente por cromatografia em fase

gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS).

2.6 ANALISES QUIMICAS

Objetivo: Obter analises qualitativas iniciais e quantitativas dos compostos presentes

nos extratos obtidos.

Os extratos foram analisados por cromatografia em fase gasosa e

cromatografia em fase gasosa associada a espectrometria de massa (CG-EM)
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equipamento Shimadzu QP 2010 Plus. O CG e o CG-EM foram equipados com uma
coluna RTX-5 (30 m x 0,25 mm i.d. 0,25 mm de espessura do filme, Restek, Bellefonte,
PA, EUA). Inje¢des de 1 uL foram realizadas no modo splitless, com uma temperatura
do injetor de 250 ° C. A temperatura do forno da coluna foi mantida a 40 ° C durante 1
min, aumentada para 250 ° C a 7 ° C.min"' e mantida durante 15 min. O hélio foi o gas
transportador a uma velocidade linear de 36,3 cm.s™. Os mesmos parametros foram

utilizados para todas as analises.
2.7 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS
Objetivo: Obter analises qualitativas finais de identificagao dos compostos.

Os compostos foram identificados por indices de Kovats (Kl), comparacoes
de espectros de massa com a literatura, coinjegcbes com padrbes comercialmente

disponiveis e espectroscopia no infravermelho (MELO et al., dados n&o publicados).
2.8 ANALISES ESTATISTICAS
Objetivo: Analisar estatisticamente os resultados obtidos nos experimentos.

A quantidade média de compostos das asas anteriores e posteriores do
macho de H. erato phyllis e H. ethilla narcaea foram analisadas estatisticamente. Em
cada analise quantitativa foram utilizados quatro espécimes. Em H. besckei foram
obtidos somente duas amostras de macho excitado o que inviabilizou a analise
estatistica para esta espécie. Nos experimentos foram utilizados machos de campo e
fémeas virgens recém-emergidas ou nao para as quais o macho teve comportamento
de corte. Os resultados da quantificacdo dos compostos foram testados por analise de
PCA, ANOVA e teste de Tukey. As analises foram realizadas utilizando o programa R
versao 3.3.2 (R Development Core Team 2016). O calculo do erro padréao foi realizado

no Excel ®.
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3 RESULTADOS

3.1 ANDROCONIA

3.1.1 Morfologia

3.1.1.1 Localizacado das escamas androconiais

Na regiao ventral das asas anteriores os machos de Heliconius erato phyllis,
Heliconius ethilla narcaea e Heliconius besckei possuem uma pequena area proxima a
veia CuA2 com escamas androconiais (FIGURA 17 - a1, b1, c¢1). Na regido dorsal das
asas posteriores, as escamas androconias distribuem-se da seguinte forma: Heliconius
erato phyllis apresenta uma grande quantidade de escamas androconiais, que ocupam
a parte dorsal das veias Sc + R1 e Rs, e sdo mais esparsas nas células Sc + R1. e Rs
(FIGURA 17 - a2). Heliconius ethilla narcaea tem uma grande quantidade de escamas
androconiais nas asas posteriores, que ocupam a parte dorsal das veias Sc + R1 e Rs,
e sao mais esparsas nas células Sc + R1, células Rs e parte da célula M1 (FIGURA 17
- b2). Heliconius besckei possui uma grande quantidade de escamas androconiais nas
asas posteriores, que ocupam a parte dorsal das veias Sc + R1 e Rs e sdo mais
esparsas nas células Sc + R1, células Rs e em uma pequena parte da célula M1
(FIGURA 17).
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FIGURA 17 - LOCALIZACAO DA ANDROCONIA (CINZA CLARO, VARIACOES NO TOM, INDICAM
MENOS E MAIS ESCAMAS), ESCAMAS LONGAS (CINZA ESCURO) E VEIAS RELACIONADAS EM
ESPECIES E SUBESPECIES DE Heliconius, PRESENTES NA FAIXA DE SOBREPOSICAO, NA
REGIAO VENTRAL DA ASA ANTERIOR E REGIAO DORSAL A ASA POSTERIOR. (a1, a2) Heliconius
erato phyllis. (b1, b2) Heliconius ethilla narcaea. (c1, c2) Heliconius besckei. BARRA = 5 mm.
ABREVIACOES: H - VEIA HUMERAL, SC - VEIA SUBCOSTAL, SC + R1 - HASTE DA VEIA
SUBCOSTAL E PRIMEIRA RADIAL, R - VEIA RADIAL, R1 - PRIMEIRA VEIA RADIAL, R2 - SEGUNDA
VEIA RADIAL, R3 - TERCEIRA VEIA RADIAL, R4 - TERCEIRA VEIA RADIAL, M - VEIA MEDIANA, M1 -
PRIMEIRA VEIA MEDIANA, M2 - SEGUNDA VEIA MEDIANA, M3 - TERCEIRA VEIA MEDIANA, CUA1 -
PRIMEIRA VEIA CUBITAL ANTERIOR, CUA2 - SEGUNDA VEIA CUBITAL ANTERIOR, A1 + 2 - VEIA
ANAL REPRESENTANDO A PRIMEIRA VEIA E A SEGUNDA FUNDIDAS, A1 - PRIMEIRA VEIA ANAL

FONTE: O autor (2017).

3.1.1.2 Morfologia externa da escama androconial da veia Sc+R1

Escamas androconiais sao os receptores finais da secrecdo de feroménio.
Externamente, seguem o padrao descrito até o momento para escamas de lepidopteros
heliconineos. As escamas androconiais possuem duas paredes unidas na base e nas
laterais, que formam o corpo principal ou lamina [FIGURA 18 - a, b, ¢, (mb)]. No topo,
sao abertas e a superficie apical coberta por franjas [FIGURA 18 - a, b, c, (f)]. Na base
possuem um pedicelo [FIGURA 18 - a, b, ¢, (p)] central. O pedicelo encaixa-se na
cavidade cuticular [FIGURA 18 - a, b, c, (cs)] da veia Sc + R1 da asa. O tamanho das

escamas androconiais é variavel nos lepidopteros em estudo (Tabela 2). A largura &
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maior em H. erato phyllis do que em ordem decrescente em H. besckei e H. ethilla

narcaea (FIGURA 18 - d1). O comprimento € maior em H. ethilla narcaea, do que em

ordem decrescente, em H. besckei e H. erato phyllis (FIGURA 18 - d2). A area total da

escama € maior em H. ethilla narcaea, seguida em ordem decrescente por H. besckei e

H. erato phyllis (FIGURA 18 - d3).
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FIGURA 18 - MICROGRAFIAS DE MEV DE ESCAMAS ANDROCONIAIS DA ASA POSTERIOR DO
MACHO DAS SEGUINTES ESPECIE E SUBESPECIES DE Heliconius. (a) Heliconius. erato phyllis. (b)
Heliconius ethilla narcaea. c) Heliconius besckei. Barras = 10 um. ABREVIACOES: f - FRANJAS, p -
PEDICELO, sc - SOQUETE CUTICULAR, e cp - CORPO PRINCIPAL OU LAMINA. COMPARACOES
DE LARGURA, COMPRIMENTO E AREA DO ANDROCONIUM DAS TRES ESPECIES ESTUDADAS.
GRAFICOS MOSTRANDO A MEDIDA DAS ESCAMAS DE CHEIRO DOS TRES LEPIDOPTEROS
ESTUDADOS: (d1) LARGURA. (d2) COMPRIMENTO. (d3) AREA

£ —_ £ g
& i = 2
AN== e ® - g & : —_ ;
g : 5 - 2 : !
2 — g ; i < i i
© = . .
—
o g B : t
@ [s} . 1
- 38 ! B o &
~ -]
T o
S . = o
1 T 1 T T T T T
b Hen o H tn Hep H Hen Hep

Lepidoptero Lepiddptero Lepidoptero

FONTE: O autor (2017).
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3.1.1.3 Glandulas associadas

A membrana que envolve internamente a veia Sc + R1 em estudo na fémea
mostra uma aparéncia lisa com orificios (FIGURA 19 - a1), enquanto no macho é
translucida e enrugada, permitindo que os granulos de secregdo aparegcam em alguns
casos (FIGURA 19 - a2). As glandulas associadas as escamas androcbnias do macho
estdo localizadas na base da cuticula na regiao plana e superior do vaso (FIGURA 19 -
a2 no quadrado branco). Através de cortes semifinos observou-se que as células
glandulares apresentam um nucleo grande e numerosos granulos de secregao
(FIGURA 19 3 - b, c, d). O pedicelo da escama androconial presente na regido dorsal
da veia parece receber a secrecao diretamente da célula glandular (FIGURA 19 - b, c,
d). O pedicelo da escama de odor na célula da asa parece receber a secregdo dos
canais da cuticula. Do pedicelo, a secrec¢ao fluiria para o corpo principal da escama
androconial. Segundo Noirot e Quennedey (1974), as glandulas associadas as

escamas androconiais sao do tipo |.

FIGURA 19 - IMAGENS DE MEV DO CORTE TRANSVERSAL DA VEIA Sc + R1 DO MACHO E DA
FEMEA. (a1) FEMEA DE Heliconius besckei. (a2) MACHO DE Heliconius erato phyllis. BARRAS = 10
um. ABREVIACOES: p - PORO, me - MEMBRANA ENRUGADA e gs - GRANULOS DE SECRECAO.
MICROGRAFIAS DE MET DA AREA CUTICULAR (a1l - QUADRADO BRANCO) DE CORTES
SEMIFINOS DA VEIA Sc + R1 DO MACHO DE: (a) Heliconius erato phyllis. (b) Heliconius ethilla
narcaea. c) Heliconius besckei. BARRAS = 40 um. ABREVIACOES: cu - CUTICULA, sc - SOQUETE
CUTICULAR, gs - GRANULOS DE SECRECAO e n - NUCLEO

FONTE: O autor (2017).

3.1.1.4 Morfologia interna do Androconium
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Imagens de microscopia Optica e microscopia eletrbnica de varredura
mostram que dentro da escama androconial existem pequenas estruturas ou vesiculas
(FIGURA 20 - a1) que a tornam umida e mais volumosa (FIGURA 20 - a2) do que
escamas nao androconiais. Cortes semifinos sugerem que essas vesiculas sao
formadas por quitina porosa e ocupam o lumen da escama (FIGURA 20- b1, c), ao
redor de um canal interno (FIGURA 20 - b2) que se estende da base do pedicelo até a

abertura superior do escama androconial.
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FIGURA 20 - MICROGRAFIAS DE MEV DE ESCAMAS ANDROCONIAIS DO MACHO DE Heliconius.
erato phyllis. (a1) MOSTRANDO VESICULAS. BARRA = 5 ym. (a2) UMIDADE DEVIDO A PRESENCA
DE VESICULAS INTERNAS. BARRA = 10 pym. ABREVIACOES: v - VESICULAS e u - UMIDADE.
MICROGRAFIAS DE MET DE CORTE LONGITUDINAL ULTRA-FINO (b1) E CORTE SEMIFINO (b2)
DA ESCAMA ANDOCRONIAL. (b1) Heliconius erato phyllis. BARRA = 5 ym. (b2) Heliconius besckei.
BARRA = 40 uym. c) DETALHE DAS VESICULAS POROSAS. BARRA = 1 ym. ABREVIACOES: ea -
ESCAMA ANDROCONIAL, ena - ESCAMA NAO ANDROCONIAL, v - VESICULA, cp - LUMEN DO
CORPO PRINCIPAL, ¢ - CANAL e cp — CANAL DO PORO

FONTE: O autor (2017).
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Seccgdes frontais analisadas em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
mostram que as vesiculas apresentam uma distribuicdo espacial diferenciada dentro da
escama, sendo mais abundante na regido central e mais escassa nas bordas (FIGURA
21 - a1, FIGURA 22 - b1, FIGURA 23 - c1). As vesiculas se unem de maneira aleatéria
formando um labirinto de vesiculas e espagos vazios (FIGURA 22 - b3). Os poros do
corpo principal da escama originam canais internos (canal de poros) (FIGURA 21 - a2,
FIGURA 22 - b3, FIGURA 23 - ¢2) que comunicam o ambiente externo com as
vesiculas internas. Morfologicamente, as vesiculas parecem ser mais numerosas e
com poucos espacos vazios em H. besckei (FIGURA 23 - c1). Heliconius erato phyllis e
H. ethilla narcaea apresentam distribuicdo espacial similar das vesiculas, mas menos

numerosas e com mais espagos vazios (FIGURA 21 - a1, FIGURA 22 - b1).

FIGURA 21 - IMAGENS DE MEV DE CORTES FRONTAIS (SECGCOES PARALELAS A SUPERFICIE
PLANA) DA ESCAMA ANDROCONIAL DO MACHO. (a1, a2) Heliconius erato phyllis. BARRAS = 2 pym,
0,2 um, RESPECTIVAMENTE. ABREVIATURAS: v -. VESICULAS, cp — CANAL DO PORO e ev -
ESPACOS VAZIOS

FONTE: O autor (2017).
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FIGURA 22 - IMAGENS DE MEV DE CORTES FRONTAIS (SECCOES PARALELAS A SUPERFICIE
PLANA) DA ESCAMA ANDROCONIAL DO MACHO. (b1, b2, b3). Heliconius ethilla narcaea. BARRAS =
2, 2, 1, RESPECTIVAMENTE. ABREVIATURAS: v -. VESICULAS, cp — CANAL DO PORO e ev -
ESPACOS VAZIOS

£

FONTE: O autor (2017).
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FIGURA 23 - IMAGENS DE MEV DE CORTES FRONTAIS (SECCOES PARALELAS A SUPERFICIE
PLANA) DA ESCAMA ANDROCONIAL DO MACHO. (c1, c2, c3). Heliconius besckei. BARRAS = 2 um,
0,2 um, 0,2 ym, RESPECTIVAMENTE. ABREVIATURAS: v -. VESICULAS, cp — CANAL DO PORO e ev

- ESPACOS VAZIOS

FONTE: O autor (2017).
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3.1.1.5 Diferenciacado sexual através da faixa de sobreposi¢ao

A fémea de H. erato phyllis apresenta uma faixa de sobreposicdo mais
escura (FIGURA 24 - a1, a2) que o macho, com uma cor marrom opaca, a asa
posterior com uma ligeira linha amarela na borda e mais estreita que no macho. A faixa
de sobreposicdo macho (FIGURA 24 - b1, b2) é cinza claro e brilhante. A fémea de H.
ethilla narcaea apresenta na faixa de sobreposicdo da asa anterior (FIGURA 24 - c1)
uma faixa escura na area central, circundada por faixas de cor caramelo, € na asa
posterior (FIGURA 24 - c2) a faixa de cor caramelo, mais estreito que no macho. No
macho, a faixa de sobreposicdo da asa anterior (FIGURA 24 - d1) é mais clara que a
da fémea e tem uma linha mais escura na regiao central. A faixa de sobreposicédo das
asas posteriores é de cor cinza caramelo brilhante (FIGURA 24 - d2). A fémea de H.
besckei possui uma faixa de sobreposi¢gao mais escura que a do macho, de cor marrom
opaca (FIGURA 24 - e1, e2). As asas posteriores (FIGURA 24 - e2) tem uma ligeira
linha rosa-avermelhada na borda superior, que € mais estreita no macho. A faixa de

sobreposi¢gao do macho (FIGURA 24 - 1, f2) é cinza claro e brilhante.
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FIGURA 24 - IMAGENS DA FAIXA DE SOBREPOSICAO DA ASA ANTERIOR E POSTERIOR DA
FEMEA (LINHA TRACEJADA), RESPECTIVAMENTE. (a1, a2) Heliconius erato phyllis, (c1, c2)
Heliconius ethilla narcaea, (e1, e2) Heliconius besckei. IMAGENS DE FAIXA DE SOBREPOSICAO DA
ASA ANTERIOR E POSTERIOR DO MACHO (LINHA TRACEJADA), RESPECTIVAMENTE. (b1, b2)
Heliconius erato phyllis, (d1, d2) Heliconius ethilla narcaea, (f1, f2) Heliconius besckei. Barra = 1 cm.

FONTE: O autor (2017).
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3.1.2 Analises Quimicas
3.1.2.1 Analise qualitativa inicial

As analises em CG-EM da faixa de sobreposi¢cédo, onde estdo as escamas
androconiais de cada lepidéptero estudado (FIGURA 25), mostraram que asas
anteriores e posteriores dos machos possuem os mesmos compostos, com diferencga
nas quantidades dos mesmos. Heliconius erato phyllis possui dez (10) compostos,
Heliconius ethilla narcaea possui nove (9) compostos e Heliconius besckei, cinco (5)
compostos (FIGURA 26). Todos os compostos encontrados na faixa de sobreposi¢cao
das asas de H. besckei estao presentes no bouquet odorifero da androcbnia de H.

ethilla narcaea.

A faixa de sobreposicao das asas posteriores possui maior quantidade dos
compostos em todos os lepidopteros, pois nesta se encontra maior quantidade
escamas androconiais. Em Heliconius erato phyllis a quantidade geral de compostos é
equivalente no macho excitado e ndo excitado. Em analise de Heliconius ethilla
narcaea e analises parciais de Heliconius besckei, 0 macho nao excitado possui maior

quantidade geral dos compostos.

Identificagao estrutural basica dos bouquets odoriferos.

FIGURA 25 - IMAGEM DE MO DE ESCAMA NAO ANDROCONIAL (SEM CONTEUDO ESCURO) E
ESCAMA ANDROCONIAL (COM CONTEUDO ESCURO) DE Heliconius erato phyllis (a), Heliconius
ethilla narcaea (b) e Heliconius besckei (c).

FONTE: O autor (2017).
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FIGURA 26 - COMPARACAO ENTRE CROMATOGRAMAS DE EXTRATOS DA FAIXA DE
SOBREPOSICAO DAS ASAS POSTERIORES DE MACHOS EXCITADOS DE Heliconius erato phyllis,
Heliconius ethilla narcaea E DE MACHO NAO EXCITADO DE Heliconius besckei. 0S NUMEROS EM
VERMELHO CORRESPONDEM AOS COMPOSTOS QUE SAO COMUNS ENTRE OS
LEPIDOPTEROS. (X), PADRAO INTERNO (TETRADECANO, 100ppm A 5uL/EXTRATO). (%),
ARTEFATOS DA TECNICA.
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FONTE: O autor (2017).

3.1.2.2 Analise qualitativa pelo indice de retengcao (Kovats)

Os compostos foram identificados nos bouquets das androcénias das asas
dos lepidopteros (TABELA 3) mostram a presenca das funcgdes acido, alcool,
hidrocarboneto, éster e aldeido. Dentre os compostos o tricosano (6) e o pentacontano
(12) sdo encontrados na faixa de sobreposi¢ao dos trés lepidopteros. Heliconius erato
phyllis e H. ethilla narcaea possuem o composto (11Z)-icos-11-enol (8) em comum. Ja
H. ethilla narcaea e H. besckei possuem os compostos eneicosano (4), heptacosano

(13) e esqualeno (15), em comum
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TABELA 3 - COMPARAGAO ENTRE OS COMPOSTOS IDENTIFICADOS NA ANDROCONIA ALAR DE

Heliconius erato phyllis, Heliconius ethilla narcaea E Heliconius besckei

Heliconius

Heliconius
ethilla
besckei
harcaea

il

Composto Heliconius
erato phyllis
1 26,387 1867 hexadecanol 1868
2 27,5251965 éacido hexadecandico 1968
3 29,029 2077 (92)-heneicos-9-ano 2071
4 29,3552101 heneicosano 2100
5 30,271 2172 estereato de etila 2177
6 31,932 2297 tricosano 2300
7 31,598 2269 (92)-tricos-9-eno 2270
8 31,011 2267 (112Z)-icos-11-enol 2262
9 32,341 2333 11-metil-tricosano 2334 -
10 34,650 2462 (132)-docos-13-enol 2466
11 33,963 2400 (132)-docos-13-enal 2401 -
12 35,208 2500 pentacontano 2500
13 40,254 2700 heptacosano 2700
14 38,392 2633 tetracosanal 2632
15 44,450 2810 esqualeno 2808

Compostos identificados no bouquet da Androcdnia Alar de Heliconius erato phyllis, Heliconius ethilla

narcaea e Heliconius besckei.

FONTE: Me. Douglas José de Melo e o autor (2018).

3.1.2.2.1 Importancia bioldgica

Os compostos identificados foram abaixo separados de acordo com a sua

ocorréncia como feroménio, alomonios, atrativo, cairomodnios e sinombénios em animais

[vertebrados (V) e invertebrados (1)] e plantas, de acordo com a base de dados de
feroménios EI-Sayed (2018).

Hexadecanol: (I) Feromdnio na glandula de veneno e aloménio em Formicidae.

(V) Nao foram encontrados registros.
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2. Acido hexadecandico: (I) Aracnideos: Feromédnio e atrativo, Insetos: Feroménio
em Trichoptera, Heteroptera, Acaridae, atrativo em Dyctioptera, feromoénio,
atrativo e cairoménio em Hymenoptera, Amblyommidae. (V) Répteis, Anfibios,

Mamiferos, Aves: Feromonio.

3. (92)-heneicos-9-ano: (I) Feroménio em Diptera; feroménio e atrativo em

Lepidoptera. (V) Nao foram encontrados registros.

4. Eneicosano: (I) Arachnida: Feromdnio, Insecta: Feromdnio em Trichoptera,
Dictyoptera, Homoptera, Psocoptera, Heteroptera, Orthoptera, Lepidoptera
[familias Tortricidae, Pieridae, Nymphalidae (géneros Heliconius spp.),
Lymantriidae, Hesperiidae, Danaidae, Castniidae], Isoptera; feromonio e atrativo

em Hymenoptera, Diptera, Coleoptera, (V) Répteis: Ferombnio, Aves: Alomonio

5. Estereato de etila: (I) Arachnida: Feromdnio, Insecta: Feroménio em
Hymenoptera, Lepidoptera (Nymphalidae, géneros Bicyclus sp., Heliconius sp.),

feromonio e atrativo em Coleoptera, (V) Anfibios: Feromdnio.

6. Tricosano: (I) Arachnida: Feromdnio, Insecta: Feroménio em Trichoptera,
Dictyoptera, Orthoptera, Psocoptera, Homoptera, Heteroptera, Orthoptera,
Lepidoptera (familias Pyralidae, Tortricidae, Pieridae, Papilionidae, Nymphalidae
(géneros Heliconius spp.), Lymantriidae, Danaidae, Castniidae; feroménio e
aloménio em Isoptera; feroménio, atrativo, e cairoménio em Hymenoptera, e
Diptera; feroménio, atrativo e aloménio em Coleoptera, (V) Répteis: Feromdnio,

Aves: Alomonio.

7. (92)-tricos-9-eno: (I) Arachnida: Feroménio, Insecta: Feroménio em Lepidoptera
[familia Nymphalidae (género Heliconius), Danaidae], Heteroptera, Dictyoptera,
ferombnio e atrativo em Diptera, Hymenoptera; atrativo e aloménio em

Coleoptera. (V) Aves: Alomoénio. E em plantas: Familia Orchidaceae.

8. (112)-icos-11-enol: (1) Insecta: Ferombnio em Lepidoptera (género Heliconius

spp.). (V) Nao foram encontrados registros.

9. 11-metil-tricosano: (I) Insecta: Ferombénio em Phasmida, Coleoptera e

Lepidoptera (familia Gelechiidae, género Anarsia spp.).
10.(132)-docos-13-enol: (1) Feroménio em Collembola.

11.(132)-docos-13-enal: (I) Insecta: Ferombnio em Lepidoptera (familia

Nymphalidae, género Heliconius spp.).
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12.Pentacontano: Nao foram encontrados registros.

13.Heptacosano: (I) Arachnida: Feromoénio, Insecta: Feromdnio em Trichoptera,
Astigmata, Dictyoptera, Psocoptera, Diptera, Homodptera, Heteroptera,
Orthoptera, Lepidoptera (familia Pieridae, Lymantridae, Papilionidae,
Lycaenidae, Danaidae, Castniidae), Isoptera; feroménio e atrativo em
Hymenoptera, Coleoptera; feroménio e aloménio em Isoptera, (V) Répteis,

Anfibios: Feroménio
14.Tetracosanal: (I) Feromdnio em Hymenoptera, Coleoptera e Homodptera. (V)

15.Esqualeno: () Arachnida: Feromoénio, atrativo e aloménio, Insecta: Feromonio
em Coleoptera, Neuroptera, Lepidoptera (familia Pieridae, Papilionidae),
Hymenoptera, Diptera; Atrativo em Neurédtica. (V) Répteis, Mamiferos:

Feromonio.

3.1.2.3 Analise quantitativa dos compostos nas androcénias de machos excitados e

nao excitados.

Comparando-se a faixa de sobreposicdo das asas posteriores e anteriores
dos machos dos lepiddpteros com o numero de escamas androconiais e resultados das
quantificacbes, observa-se que a faixa de sobreposicdo das asas posteriores, que
possui maior quantidade escamas androconiais, também possui maior quantidade geral
de compostos. E, que a faixa de sobreposi¢cdo das asas anteriores, devido a pequena
quantidade de escamas androconiais, possui menor quantidade geral de compostos.
Nao se descarta aqui a transferéncia por contato dos volateis de uma asa com a outra,
pois as areas de sobreposicdo das asas se tocam quando o animal se encontra em

repouso.

A forma da escama pode favorecer o armazenamento ou a liberagdo dos
volateis que podem ocorrer naturalmente devido ao calor e movimento. No macho
excitado, ocorre um intenso movimento vibratorio intencional, que objetiva
possivelmente a liberagdo dos volateis, antes da coleta das amostras para a obtengao
dos extratos. No macho nao excitado ndo existe este intenso movimento vibratorio

intencional e 0 macho aproxima-se de um possivel estado de repouso.

Assim, apds a comparacao entre as medidas da escama androconial e as
quantificacées dos volateis, em machos excitados e ndo excitados, observou-se que a

escama androconial de Heliconius erato phyllis (possui menor comprimento e maior
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largura, favorecendo a liberagédo dos volateis). Assim, a quantidade geral de compostos
€ equivalente no macho excitado e ndo excitado (FIGURAS 27, 28 e 29), que os

liberariam mais facilmente pelo calor e movimentos das asas durante o voo.

Ja as escamas androconiais de Heliconius ethilla narcaea e Heliconius
besckei possuem maior comprimento e menor largura, favorecendo o armazenamento
dos volateis. Assim no macho excitado existe menor quantidade geral dos compostos
do que no macho ndo excitado (FIGURAS 30, 31, 32, 33, 34 e 35), que os
armazenariam mais eficientemente dificultando a liberacdo pelo calor e movimentos

das asas durante o voo.
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FIGURA 27 - GRAFICO DA QUANTIFICAGAO DOS COMPOSTOS DA FAIXA DE SOBREPOSICAO
DAS ASAS ANTERIORES DE POSTERIORES DE MACHOS EXCITADOS de Heliconius erato phyllis
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FIGURA 28 - GRAFICO DA QUANTIFICAGAO DOS COMPOSTOS DA FAIXA DE SOBREPOSICAO
DAS ASAS ANTERIORES DE POSTERIORES DE MACHOS NAO EXCITADOS de Heliconius erato

phyllis
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FIGURA 29 - GRAFICO DA QUANTIFICAGAO DOS COMPOSTOS DA FAIXA DE SOBREPOSICAO
DAS ASAS ANTERIORES DE POSTERIORES DE MACHOS EXCITADOS E NAO EXCITADOS de

Heliconius erato phyllis
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FIGURA 30 - GRAFICO DA QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS DA FAIXA DE SOBREPOSIGAO
DAS ASAS ANTERIORES DE POSTERIORES DE MACHOS EXCITADOS DE Heliconius ethilla narcaea
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FIGURA 31 - GRAFICO DA QUANTIFICAGAO DOS COMPOSTOS DA FAIXA DE SOBREPOSICAO
DAS ASAS ANTERIORES DE POSTERIORES DE MACHOS NAO EXCITADOS DE Heliconius ethilla

narcaea
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FIGURA 32 - GRAFICO DA QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS DA FAIXA DE SOBREPOSIGAO
DAS ASAS ANTERIORES DE POSTERIORES DE MACHOS EXCITADOS E NAO EXCITADOS de

Heliconius ethilla narcaea
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FIGURA 33 - GRAFICO DA QUANTIFICAGAO DOS COMPOSTOS DA FAIXA DE SOBREPOSICAO

DAS ASAS ANTERIORES DE POSTERIORES DE MACHOS EXCITADOS (ANALISE PARCIAL) DE
Heliconius besckei
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FIGURA 34 - GRAFICO DA QUANTIFICAGAO DOS COMPOSTOS DA FAIXA DE SOBREPOSICAO
DAS ASAS ANTERIORES DE POSTERIORES DE MACHOS NAO EXCITADOS DE Heliconius besckei
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FIGURA 35 - GRAFICO DA QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS DA FAIXA DE SOBREPOSICAO
DAS ASAS ANTERIORES DE POSTERIORES DE MACHOS EXCITADOS E NAO EXCITADOS DE
Heliconius besckei
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FONTE: O autor (2018).

3.1.2.4 Analises estatisticas

Em H. erato phyllis as analises estatisticas entre asas anteriores e
posteriores de machos excitados e nao excitados indicaram que o primeiro maior
componente (PC1) da PCA (explicou 66,09% da variacao) apresentou ANOVA né&o
significativa (Traco Pillai = 0.140, F 6 = 1,8074, P = 0.3322). Os testes de Tukey nao
mostraram a distingdo entre as quatro categorias: Macho excitado, asa anterior (AA e)
e asa posterior (AP e), e macho nao excitado, asa anterior (AA n) e asa posterior (AP
n). Conclui-se que a quantidade de compostos néo é significativamente diferente em

cada uma das categorias analisadas (FIGURA 36a).

Em H. ethilla narcaea as analises estatisticas indicaram que o primeiro maior
componente (PC1) da PCA (explicou 99,94% da variagdo) apresentou ANOVA
significativa (Trago Pillai = 0.00848, F 6 = 3.7918, P = 0.004415 **). Os testes de Tukey
mostraram a distingdo entre as categorias: Macho excitado, asa anterior (AA €) e asa
posterior (AP e), e macho nao excitado, asa anterior (AA n) e asa posterior (AP n).
Conclui-se que a quantidade de compostos é significativamente diferente entre as
categorias analisadas (FIGURA 36b).
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FIGURA 36 - GRAFICOS DAS ANALISES DE PCA DAS QUANTIFICACOES DOS COMPOSTOS DA
ANDROCONIA DA ASA ANTERIOR E DA ASA POSTERIOR DO MACHO EXCITADO E NAO
EXCITADO DE Heliconius erato phyllis (a) E Heliconius ethilla narcaea (b)
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3.2 ACASALAMENTO PUPAL E GUARDA PRE-ACASALAMENTO
3.2.1 As pupas

Pupas de H. erato phyllis e H. ethilla narcaea foram analisadas com relagao
aos possiveis volateis emitidos, que sinalizariam para machos sobre a emergéncia de
fémeas e assim permitir a guarda pupal pelos machos e a cépula pupal. As pupas
foram sexadas e analisadas de acordo com as suas caracteristicas morfolégicas
(FIGURAS 37 e 38).

FIGURA 37 - PUPAS DE MACHO (a1, a2) E FEMEA (b1, b2) DE Heliconius erato phyllis EM VISTAS
DORSAL E VENTRAL, RESPECTIVAMENTE

(a1) | (a2) I (b1) I bzk
FONTE O autor (2016).

FIGURA 38 - PUPAS DE MACHO (a1, b1) E FEMEA (b1, b2) DE Heliconius ethilla narcaea EM VISTAS

DORSAL E VENTRAL, RESPECTIVAMENTE
(al)

(a2) (b1)

4

FONTE: O autor (2016).
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3.2.2 ldentificagao de pupas macho e fémea

Observou-se que a pupa macho em ambos os lepiddpteros € identificada
pela pequena abertura em forma de fenda longitudinal existente na porgao final da

regiao dorsal da pupa; ja a pupa fémea possui uma fenda maior (FIGURAS 39 e 40).

FIGURA 39 - IMAGENS DA PORGAO FINAL DA PUPA COM IDENTIFICAGAO DA PUPA FEMEA E
PUPA MACHO DE Heliconius erato phyllis, ATRAVES DA PRESENCA DE SULCO (ASTERISCO)

FONTE: O autor (2016).

FIGURA 40 - IMAGENS DA PORGAO FINAL DA PUPA COM IDENTIFICAGAO DA PUPA FEMEA E
PUPA MACHO DE Heliconius ethilla narcaea, ATRAVES DA PRESENGA DE SULCO (ASTERISCO)

FONTE: O autor (2016).

3.2.3 O comportamento dos machos de ficar de guarda sobre pupas fémeas

Foi verificado que em Heliconius erato phyllis ocorre a guarda pupal com pouso sobre a

pupa fémea (FIGURA 41) nas 24h anteriores a emergéncia.
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FIGURA 41 - QUATRO MACHOS DE Heliconius erato phyllis REALIZAM A GUARDA PUPAL
POUSADOS SOBRE A PUPA FEMEA

FONTE: O autor (2016).

3.2.4 Volateis encontrados na pupa macho e fémea de Heliconius erato phyllis

Somente trés amostras de macho e fémea foram analisadas e os resultados
parciais obtidos sdo colocados aqui (FIGURA 42). Nestes cromatogramas observa-se

uma diferenga nas concentracdes de seis compostos possivelmente bioativos.
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FIGURA 42 - CROMATOGRAMAS DOS VOLATEIS OBTIDOS DAS PUPAS FEMEA E MACHO DE
Heliconius erato phyllis. (*), POSSIVEIS ARTEFATOS DA TECNICA
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4 DISCUSSAO

Pela primeira vez, a analise morfologica das escamas androconiais dos
lepidopteros esta relacionada a sua fungéo semioquimica. Analises dos semioquimicos
nas escamas androconiais apontam para uma relagdo entre a quantidade de
compostos armazenados e a forma das escamas. Existe uma semelhanca entre a
morfologia de todas as estruturas da unidade de producao de odores (célula glandular,
cavidade cuticular e escama androconial) da androconia presente nas veias Sc + R1

dos Lepidoptera em questéo.

A estrutura da célula glandular do macho Heliconius erato phyllis mostra
semelhangas com as de Caligo eurilochus (BARTH, 1953), com uma estrutura interna
divergente. O citoplasma provavelmente apresenta dois tipos diferentes de granulos. O
primeiro tem uma estrutura globular e é encontrado em todo o citoplasma da célula
glandular. O segundo tipo de granulo € grande com separagao da secregcao em

pequenos granulos.

O soquete cuticular da escama androconial € maior que a cavidade cuticular
das escamas n&do androconiais. A cavidade cuticular da veia Sc + R1 nas escamas
androconiais parece estar diretamente ligada a célula glandular, ao contrario das
escamas nao androconiais, que parecem ter uma barreira de quitina que as impede de
entrar em contato com a secregéo glandular, seja diretamente da célula glandular ou

dos canais da parede da quitina nas células da asa.

As escamas androconiais dos lepidépteros em estudo seguem o padrao ja
descrito para outras borboletas Heliconius estudadas (MOORE, 2014). Em outras tribos
de Nymphalidae e em outras familias, a estrutura externa das escamas androconiais &

muito diferente dos resultados aqui apresentados.

Uma escama com maior largura e menor comprimento eliminaria melhor os
compostos volateis, seja por agcdo mecanica durante o voo, por exemplo. Os volateis
também seriam emitidos mais facilmente pela acdo do calor. Assim, estas escamas
conteriam menos volateis no momento em que os machos sao coletados, uma vez que
possivelmente teriam sido emitidos naturalmente durante o voo e ou na exposi¢ao ao
sol/calor. As escamas com largura menor e comprimento maior ndo eliminariam os
compostos volateis tdo facilmente. A escama mais longa e mais fina dificultaria a
emissao de volateis durante a acdo mecanica do voo. Além disso, a menor area

superficial de exposicdo impediria uma emissédo natural de volateis pela acdo do calor.
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Assim, essas escamas conteriam mais volateis no momento em que os machos sao
coletados, uma vez que podem nao ter sido emitidos naturalmente durante o voo e/ou
na exposicao ao sol/calor. Com base nas afirmag¢des acima, pode-se propor que
Heliconius erato phyllis tenha uma vantagem maior sobre os outros Lepidoptera em
estudo por ter escamas androconiais de maior largura e menor comprimento. Portanto,
eles seriam mais eficientes na eliminacao de volateis durante a vibracdo das asas
masculinas sobre a fémea, para torna-la apta para o acasalamento e, possivelmente,

para facilitar o reconhecimento interespecifico.

As vesiculas presentes no lumen das escamas androconiais sao
estruturalmente semelhantes a "bola" de vesiculas que ocorre na saida da luz do
pedicelo da escama androconial de Caligo eurilochus (Lepidoptera: Nymphalidae:
Brassolinae), que teria a fungdo de evitar o refluxo da secregao devido ao seu efeito
capilar (WASSERTHAL & WASSERTHAL, 1977). A rede interna da escama
androconial de Teinopalpus, Pieris rapae L., Anthocliaris cardamines L. e Gonepteryx
rhamni L. (GHIRADELLA, 1980), é semelhante a rede de estruturas internas

encontradas na escama androconial dos Lepidoptera em estudo.

Os presentes resultados sugerem que a emissao de volateis do feromdnio
ocorre através dos poros e da abertura superior da escama. As vesiculas entrariam em
colapso, liberando volateis de feroménio devido ao atrito das laminas laterais da
escama, devido ao movimento vibratorio das asas masculinas durante o corte. Outra
hipotese os volateis seriam liberados a partir da secrecao de feroménios presente nos
espacos vazios, sem lisar as vesiculas. As imagens de MEV obtidas do interior das
escamas dos lepiddpteros estudadas mostram que onde as vesiculas sdo mais
espacadas, o atrito das laminas das escamas seria mais eficiente na ruptura das
vesiculas, como em H. erato phyllis e Heliconius ethilla narcaea. Em Heliconius
besckei, as vesiculas estdo mais unidas, com poucos espagos entre elas, o que
dificultaria o deslocamento das |aminas da escama. Isso geraria pouco atrito, pouca
ruptura e, portanto, pouca saida de volateis de feroménio. A origem das vesiculas
ainda nao é esclarecida, bem como a substituigao apos possivel ruptura. Investigagdes
da ultraestrutura de unidades produtoras de odores (cada uma consistindo de uma
célula glandular, uma cavidade cuticular e uma escama) saéo importantes quando se

trata de entender o mecanismo de liberacao de volateis afrodisiacos em heliconinios.

Como os lepiddpteros estudados sao simpatricos esperava-se uma maior

distingdo na composi¢gdo dos compostos como concluido por Mann et al. (2017). Mas
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este fato nao foi verificado com as espécies H. ethilla narcaea e H. besckei. Heliconius
besckei foi uma espécie dificil de ser encontrada em locais onde antes eram
abundantes. As caracteristicas aqui apresentadas com relacdo aos seus feroménios
afrodisiacos com semelhanga quimica com outra espécie, e morfologia da escama
androconial que nao facilitaria a comunicagcédo sexual, podem ser as causas para uma

possivel extingdo da espécie que parece estar se delineando.
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Capitulo 1ll. AS INTERACOES QUIMICAS INSETO-INSETO - FEROMONIOS
ANTIAFRODISIACOS
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RESUMO

CAPITULO Ill. As glandulas odoriferas abdominais presentes nas valvas do
macho dos lepidépteros aqui estudados apresentam um bouquet antiafrodisiaco que é
transferido durante a copula para o saco odorifero abdominal da fémea, inflavel e
exibido durante o comportamento de corte e em situagdes de defesa. Diante disso, o
presente estudo apresenta os compostos quimicos volateis presentes nos bouquets
odoriferos relacionados a glandula e a bolsa odorifera abdominal de Heliconius erato
phyllis, Heliconius ethilla narcaea e Heliconius besckei. As implicagdes decorrentes da
composi¢cao quimica, similaridades e diferengas existentes nos bouquets, sao
analisadas a luz da ecologia quimica. A abordagem metodoldgica partiu de uma
revisao bibliografica sobre os temas abordados e consistiu em analises morfologicas de
MO e MEV, andlises quimicas de cromatografia em fase gasosa e cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas, dos volateis emitidos e em analises
comportamentais através de bioensaios e eletroantenografia. Como resultado das
analises morfologicas verificou-se que existem projec¢des translicidas sobre os lobos
do saco odorifero abdominal da fémea, que consistem em paredes que delimitam
tanques ou cisternas de armazenamento do feromdnio antiafrodisiaco, que variam em
numero e tamanho nos lepidopteros estudados. H. erato phyllis apresentou maior
numero de tanques de menor tamanho, seguida por H. ethilla narcaea e H. besckei
com cisternas maiores e semelhantes morfologicamente. As valvas do macho
apresentam na extremidade afilada da superficie interna, denticulos, que variam em
numero e forma na espécie e subespécies estudadas, que provavelmente estédo
relacionados com apreensao da bolsa odorifera abdominal da fémea durante a copula.
H. erato phyllis apresentam os denticulos mais afilados e compativeis com a fungao
preénsil; as demais, espécie e subespécie apresentam denticulos em menor
quantidade e pouco compativeis com a fungao preénsil. Heliconius ethilla narcaea
apresenta dentes somente na porcéao final da extremidade afilada, e Heliconius besckei
apresenta a extremidade curva e dentes a partir da regido mediana da extremidade
afilada. Como resultado das analises quimicas, verificou-se que as glandulas odoriferas
abdominais do macho de H. erato phyllis possui os compostos bioativos: 1-hexen-3-
ona, 1-octen-3-ona, (E)-B-ocimeno, 3-undecanona, (E)-3,7,11-trimetiloxacicloundec-7-
en-2-ona e acido (E)-2,3-dihidrofarnesdico, com transferéncia quantitativa média de
84.93% (oitenta e quatro virgula noventa e trés por cento) do bouquet de compostos
ativos do macho para a fémea. O macho de H. ethilla narcaea possui os compostos:
(E)-B-ocimeno, (Z)-heneicos-9-eno, heneicosano, (Z)-octadec-9-enoato de etila, (112)-
eicos-11-enol, (92)-tricos-9-ano, (Z)-octadec-9-enoato de butila e docosan-1-ol,
quantitativamente com transferéncia média de 22,96% (vinte e dois virgula noventa e
seis por cento) do bouquet para a fémea. O macho de H. besckei possui os compostos:
(E)-B-ocimeno, octadecanol, heneicosano, (11Z)-eicos-11-enol, (9Z)-tricos-9-ano,
tetracosano, (13Z)-docos-13-enal e docosan-1-ol, o percentual de transferéncia média
do bouquet odorifero nao foi calculado para esta espécie. Assim sendo comparando-se
os resultados das quantificagdes dos compostos e a morfologia da glandula odorifera
abdominal em cada lepiddptero conclui-se que possivelmente a fémea de H. erato
phyllis armazena mais eficientemente os compostos, seguida de H. ethilla narcaea e H.
besckei, pois possuem a morfologia do saco odorifero abdominal semelhante.
Bioensaios e analises eletroantenograficas comprovaram a fung¢ao antiafrodisiaca do
buqué odorifero da valva do macho de H. erato phyllis e mostraram que o composto
(E)-3,7,11-trimetiloxacicloundec-7-en-2-ona é um composto antiafrodisiaco especifico
do macho. O (E)-B-ocimeno ¢é possivelmente um composto antiafrodisiaco
interespecifico.
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ABSTRACT

CHAPTER Illl. The abdominal scent glands present in the male lepidopterans’
valves studied here have an anti-aphrodisiac bouquet that is transferred during
intercourse to the inflatable female abdominal scent bag and exhibited during the cutting
behavior and in defense situations. Therefore, the present study investigates the volatile
chemical compounds found in the odoriferous bouquets related to the abdominal scent
gland and bag of Heliconius erato phyllis, Heliconius ethilla narcaea and Heliconius
besckei. The implications of chemical composition, similarities and differences in
bouquets are analyzed in the light of chemical ecology. The methodological approach
was based on a literature review of the themes and consisted of morphological analysis
of OM and SEM, chemical analysis of gas chromatography and gas chromatography-
mass spectrometry, the emitted volatile and behavioral analysis through bioassays and
electroantennography. As a result of the morphological analyses, it was confirmed that
there are translucent projections on the lobes of the female odoriferous sac, which
consists of walls that delimit tanks or storage cisterns of the anti-aphrodisiac
pheromone, varying in number and size in the lepidopterans under study. H. erato
phyllis presented a larger number of smaller tanks, followed by H. ethilla narcaea and H.
besckei, with morphologically similar cisterns. The male valves present at the tapered
end of the inner surface, denticles, which vary in number and shape in the species and
subspecies in question and are probably related to apprehension of the female's
abdominal scent sac during intercourse. H. erato phyllis present the most refined
denticles, compatible with the apprehension function. Heliconius ethilla narcaea only
presents teeth at the end portion of the tapered end, and H. besckei presents a curved
end and teeth from the medial region of the tapered end. As a result of the chemical
analyses, it was found that the abdominal odoriferous glands of H. erato phyllis males
had the following bioactive compounds: 1-hexen-3-one, 1-octen-3-one, (E)-B-ocimene,
3-undecanone, (E)-3,7,11-trimethyloxacicloundec-7-en-2-one, and (E)-2-3-
dihydrofarnesoic acid with a quantitative mean transfer of 84.93% (eighty-four point nine
three percent) of bioactive bouquet from the male to the female. The H. ethilla narcaea
male contains the following compounds: (E)-B-ocimene, (Z)-heneicos-9-ane,
heneicosane, ethyl (Z)-octadec-9-enoate, (112)-eneicos-11-an ol, (92)-tricos-9-
ane,butyl, (Z)-octadec-9-enoate and docosan-1-ol, with a quantitative mean transfer of
22,96% (twenty-two, point ninety-six percent) of the bouquet to the female. The H.
besckei male possesses the following compounds: (E)-B-ocimene, octadecanol,
heneicosane, (112)-eicos-11-enol, (92)-tricos-9-ane, tetracosane, (13Z)-docos-13-enal
and docosan-1-ol. The test to determine the percentage of mean transference of the
odoriferous bouquet was not performed for this species. Thus, comparing the results of
the compounds’ quantifications and morphology of each abdominal scent gland of the
lepidopterans, it is concluded that the H. erato phyllis female possibly stores the
compounds found in the odorous bouquets more efficiently; followed by H. ethilla
narcaea and H. besckei, because they have abdominal scent bag with similar
morphology. Bioassays and electroantennography analysis confirmed the anti-
aphrodisiac function of the odorous bouquet of the valve of the male H. erato Phyllis
and showed that the compound (E)-3,7,11-trimetiloxacicloundec-7-en-2-one is a male
specific anti-aphrodisiac compound. The ocimene is possibly an interspecific anti-
aphrodisiac compound.

Keywords: Abdominal scent gland. Chemical ecology. Butterflies. Morphological
advantages.
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1 INTRODUGAO

Os antiafrodisiacos funcionam de forma antagbnica aos feroménios
afrodisiacos e comumente eles irdo promover a rejeicdo sexual intraespecifica de um
individuo pelo individuo do sexo oposto. Os volateis antiafrodisiacos sado sinais
quimicos transferidos de machos para fémeas durante o acasalamento, que
temporariamente ou nao, reduzem a atratividade da fémea para a corte posterior de
machos. Descrito pela primeira vez para o besouro Tenebrio molitor Linnaeus, 1758
(Happ 1969) (Coleoptera, Tenebrionidae), eles ja foram encontrados em varios taxa,
incluindo Drosophila melanogaster Meigen 1830 (Diptera, Drosophilidae), serpentes, e
diversas espécies de abelhas, percevejos, gafanhotos, besouros, moscas e borboletas
(HAPP, 1969; GILBERT, 1976; ROSS & CREWS, 1977; KUKUK, 1985; SCOTT, 1986;
ANDERSSON et al., 2000; AYASSE et al., 2001; ANDERSSON et al., 2003; ZHANG &
ALDRICH, 2003; ANDERSSON, 2004; SEIDELMANN, 2006; KYRIACOU, 2007;
SCHULZ et al., 2008). Em lepidépteros pode tornar-se em 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 (MULLER, 1912;
ELTRINGHAM, 1925, 1926; GILBERT, 1976). No género Pieris, os volateis do
antiafrodisiaco transferido para a fémea, sao responsaveis pela atracdo de Tricograma
spp. que identifica a fémea acasalada e a utiliza como transporte forético até o local da
postura, onde parasita os ovos (HUIGENS et al., 2010).

O antiafrodisiaco é transferido pelo macho para a fémea, atuando como
reforgo @ monandria (GILBERT, 1976; SCHULZ et al., 2008; KLEIN & ARAUJO, 2010).
E produzido por glandulas (glandulas odoriferas abdominais) localizadas nas valvas ou
clasperes do macho e transferidas durante a copula para a parte externa do saco
abdominal dorsal amarelo presente na fémea virgem (ELTRINGHAM, 1925, 1926;
OCKENFELS et al., 1998; ROSS et al., 2001; SCHULZ et al., 2008) denominado
também glandula odorifera abdominal por alguns autores e aqui denominada de bolsa
ou saco odorifero abdominal. A transferéncia de antiafrodisiaco ocorre quando o macho
prende o abdémen da fémea com as valvas durante a copula (OCKENFELS et al.,
1998; Ross et al., 2001). O saco odorifero abdominal da fémea € extrudado através da
abertura existente entre o sétimo e o oitavo tergitos, por pressdao hemostatica
(OCKENFELS et al., 1998; ROSS et al., 2001; KLEIN & ARAUJO, 2010). Quando a
borboleta € capturada ou perturbada, infla o saco, exibindo um par de estruturas
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laterais em forma de haste, que possivelmente distribuem os volateis (SCHULZ et al.,
2008), denominadas de bastbées odorificos (MULLER, 1912; ELTRINGHAM, 1925,
1926).

Semioquimicos antiafrodisiacos

Em Rophalocera, como exemplo, em Pieridae, os machos de Pieris napi
Linnaeus, 1758, Pieris rapae Linnaeus, 1758 e Pieris brassicae Linnaeus, 1758,
transferem espermatoforo com antiafrodisiaco a fémea que inibe novos acasalamentos.
Os volateis sao liberados quando a fémea exibe a atitude de “recusa ao macho” que
consiste em abrir as asas horizontalmente e elevar o abddémen (ANDERSSON et al.,
2000; ANDERSSON et al., 2003; ANDERSSON, 2004; SCHULZ et al., 2008). O
feromonio antiafrodisiaco de P. napi foi identificado como o éster fendlico salicilato de
metila em ejaculados do macho. O antiafrodisiaco é emitido pela fémea quando ela é
cortejada por machos adicionais, dissuadindo-os de tentar acasalar com ela
(ANDERSSON et al., 2000). O macho ajusta seu ejaculado, através das pistas do
antiafrodisiaco oriundo da fémea acasalada, para melhorar suas chances de
paternidade no ambito da concorréncia, aumentando a quantidade do ejaculado e/ou a
quantidade de esperma transferido para uma fémea na coépula (LARSDOTTER-
MELLSTROM, 2016).

A composigao quimica do antiafrodisiaco das Glandulas odoriferas
abdominais em Nymphalidae

A composig¢ao quimica do antiafrodisiaco é variavel em Heliconiinae. Em A.
paphia o macho transfere a-farneseno e acetato de 1-dodecila (OCKENFELS et al.,
1998), em H. melpomene, o composto antiafrodisiacos (E)-B-ocimeno é transferido as
fémeas (SCHULZ et al., 2008), e em A. vanillae, o volatil 6-metil-5-hepten-2-ona é
encontrado no macho e na fémea apds o acasalamento, onde sugere-se que evita a
predacao de aves (ROSS et al., 2001).

Os compostos isopentanoato de hexila e salicilato de benzila, sao
compostos conhecidos por provocar a rejeicao das fémeas durante a corte de machos
em Heliconius cydno Doubleday, 1847, e Heliconius charithonia Linnaeus, 1767,
respectivamente (ESTRADA, 2009).

Foram descritos como compostos das glandulas odorificas abdominais de
dez espécies do género Heliconius (H. cydno, Heliconius pachinus Salvin, 1871,

Heliconius numata (Cramer, 1780), Heliconius charithonia (Linnaeus, 1767), Heliconius
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hewitsoni (Hewitson, 1875), Heliconius hecale (Fabricius, 1776), Heliconius ismenius
Latreille, [1817], H. erato (Linnaeus, 1758), Heliconius sapho (Drury, 1782) e Heliconius
sara (Fabricius, 1793)), uma mistura quimica que inclui ésteres (41%), lactonas (26%),
e terpenos (15%), sendo o restante, alcodis, cetonas, e compostos aromaticos (Estrada
et al. 2011). Os compostos foram divididos em grandes compostos volateis e uma
complexa matriz de ésteres (OCKENFELS et al., 1998; ROSS et al., 2001; SCHULZ et
al., 2008; ESTRADA, 2009).

Macrolideos foram os compostos principais encontrados nos volateis de H.
cydno e H. pachinus (SCHULZ et al., 2007), para esta ultima (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 fungéo repelir os machos enquanto que a matriz presume-se, regularia a
evaporagao dos volateis durante a exposi¢cdo da glandula da fémea (SCHULZ et al.,
2007, 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). Borges et
al. (2017) apresentaram um estudo no qual o (E)-B-ocimeno é um dos volateis
constituintes de Passiflora edulis Sims 1818, que serviu de planta hospedeira para
larvas de H. erato phyllis, e que provavelmente € um composto capturado pelas larvas

e utilizado pelas borboletas macho como constituinte de seu antiafrodisiaco.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Investigar a composigao quimica dos volateis, morfologia e etologia relacionados as
gléndulas odoriferas abdominais de Heliconius erato phyllis, Heliconius ethilla narcaea

e Heliconius besckei.
1.2.2 Os objetivos especificos
Coletar, extrair e identificar glandulas e feromdnios relacionados aos lepidépteros.

Realizar analise qualitativa pelos indices de retencéo e indice de Kovats e importancia
biologica.
Realizar analise quantitativa dos compostos presentes na glandula odorifera abdominal

do macho e na bolsa odorifera abdominal da fémea.

Determinar a morfologia dos 6rgaos e glandulas envolvidas na producao dos volateis
em Heliconius ethilla narcaea e Heliconius besckei e compara-los com os resultados ja

obtidos para Heliconius erato phyllis.

Testar os compostos bioativos identificados através de bioensaios e eletroantenografia.
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2 METODOLOGIA

No insetario citado no capitulo |, apds a coleta e adaptacdo de fémeas para
a postura de ovos, obtencdo das larvas, e de adultos virgens, iniciaram-se os
procedimentos para realizagdo dos acasalamentos, dissecacdo das glandulas
odorificas abdominais; preparacdo dos extratos; as analises quimicas e morfoldgicas
de Heliconius erato phyllis, Heliconius ethilla narcaea e Heliconius besckei. Em area de
reproducdo, dentro do insetario, foram realizados os acasalamentos. N&o foram

realizados acasalamentos de H. besckei.

Andlises sobre a maturagao das glandulas odoriferas abdominais do macho,
analises eletroantenograficas e bioensaios foram realizados somente para a espécie H.

erato phyllis.

A metodologia aqui relatada encontra-se abaixo, no resumo esquematico
(FIGURA 43), onde as linhas tracejadas correspondem a etapas parcialmente
concluidas, e as linhas tracejadas e duplamente pontilhadas correspondem a etapas

nao realizadas.

FIGURA 43 - RESUMO ESQUEMATICO DA METODOLOGIA DE ANALISE DAS GLANDULAS
ODORIFICAS ABDOMINAIS DE H. erato phyllis, H. ethilla narcaea E H. besckei
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Os adultos foram capturados na mata nativa do Centro Politécnico (CP) da
Universidade Federal do Parana (UFPR), Parque Bariglii e Parque Barreirinha,

Curitiba, Parana, Brasil.

Para a criagdo e manejo de adultos, utilizou-se um insetario como ambiente
de condi¢cbes seminaturais para a manutengao de adultos e oviposicao, revestida com
uma tela de sombreamento que permitia a passagem de 30% da luz direta do sol. No
interior, havia vasos com Passiflora edulis Sims, 1818, Passiflora actinia Hooker, 1943,
Impatiens walleriana Hook, Lantana camara Linnaeus, 1753, e recipientes para com
dieta artificial, de acordo com Borges et al. (2010). Ovos, larvas e pupas foram
mantidos em sala de criagdo do insetario. Dentro do insetario foi construida uma area
de reproducdo, com 2m de altura, 1m de largura e 1m de comprimento. Os
acasalamentos foram obtidos colocando-se um macho recém-coletado do campo em
contato com cinco fémeas virgens em média. Para analise de maturagdo do macho, os

machos recém-emergidos foram isolados.

O acasalamento com machos virgens nao foi possivel em cativeiro, apesar

do cuidado despendido aos tempos de maturagao e para aprendizado.
2.2. ANALISE MORFOLOGICA
Objetivo: Analisar a morfologia externa das estruturas envolvidas.

As valvas e bolsa odorifera abdominal foram dissecadas e analisadas
através de micrografias de microscopia eletrénica de varredura (MEV), equipamentos
JEOL JSM 6360-LV e TESCAN VEGA3 LMU, seguindo os procedimentos padrdo de
Kaminski et al. (2008) e Leite et al. (2010).

2.3 COLETA DAS AMOSTRAS
Objetivo: Obtencao de extratos das amostras coletadas.

Foram dissecadas valvas de trinta machos, uma unidade correspondendo a
duas valvas para cada espécime (FIGURAS 44 e 45). Cada valva era cortada em sua
base. As valvas de machos virgens foram dissecadas apés um, dois, trés e quatro
depois da emergéncia. As valvas do macho e o saco da fémea foram dissecados 24

horas apo6s o acasalamento.

Foi dissecado o saco odorifero abdominal de trinta fémeas, uma unidade
correspondendo a uma bolsa por espécime. Cada bolsa era cortada excluindo-se a

papila anal e a placa genital, e mantidos os bastdes odoriferos. As valvas e saco
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odorifero abdominal foram dissecados sob microscopio estereoscépico Quimis ®. Cada
estrutura dissecada foi imersa, separadamente, em 50 pl de hexano por 24 h, em
frasco de 1,5 ml. Foi adicionado ao extrato final um padrao interno (Pl) de tetradecano,
100ppm a 5uL /extrato (Zarbin et al., 1999). O extrato foi quantificado com base na area
do pico PI.

FIGURA 44 — (a), BOLSA ODORIFERA ABDOMINAL DA FEMEA. (b), VALVA DO MACHO
DE Heliconius erato phyllis

FONTE: O autor (2016).
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FIGURA 45 — (a), BOLSA ODORIFERA ABDOMINAL DA FEMEA (VISTA DORSAL). (b),
VALVA DO MACHO DE Heliconius ethilla narcaea

papila.anal &

FONTE: O autor (2016).

2.4 PROCEDIMENTOS QUIMICOS
Objetivo: Analisar os compostos presentes nos bouquets odoriferos.

Os extratos foram analisados por cromatografia em fase gasosa e
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) em
equipamento Shimadzu QP 2010 Plus. O GC e o GC-EM foram equipados com uma
coluna RTX-5 (30m x 0,25mm d.i. 0,25mm de espessura do filme, Restek, Bellefonte,
PA, EUA). Injegdes de 1 uL foram realizadas no modo splitless, com uma temperatura
do injetor de 250 °C. A temperatura do forno da coluna foi mantida a 40 °C durante 1
min, aumentada para 250 °C a 7 °C.min"" e mantida durante 15 min. O hélio foi o gas
transportador a uma velocidade linear de 36,3 cm.s™. Os mesmos parametros foram

utilizados para todas as analises.

O saco odorifero abdominal da fémea e a glandula odorifera abdominal da
valva do macho, foram denominadas de glandula odorifera abdominal para facilitar a

identificacdo em tabelas e graficos.
2.5 ANALISES ELETROANTENOGRAFICAS
Objetivo: Analisar a bioatividade dos compostos presentes nos bouquets odoriferos.

Os extratos de glandulas do macho, na concentracéo de 1 unidade em 50uL

de hexano, foram analisados por um sistema de cromatografia em fase gasosa
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acoplada a detector eletroantenografico (GC-EAD) (ZARBIN et al., 1999). Os dados

gerados foram processados usando o programa Syntech GC-EAD32 (verséao 4.6).
2.6 SINTESE E IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS ANTIAFRODISIACOS
Objetivo: Identificar os compostos presentes nos bouquets odoriferos.

Os compostos foram identificados por indices de Kovats (IK), comparacdes
de espectro de massas, por coinjegcbes com padrdes comercialmente disponiveis e
espectroscopia de infravermelho. O composto (E)-3,7,11-trimetiloxacicloundec-7-en-2-
ona foi identificado através da realizagdo de reacgdes de derivatizacdo (Melo et al.,

dados nao publicados).
2.7 BIOENSAIOS COMPORTAMENTAIS
Objetivo: Analisar o comportamento associado aos possiveis compostos bioativos.

Os bioensaios testaram a acao do buqué e dos compostos individuais sobre
o comportamento da fémea virgem e machos maduros. Foram realizados dez
bioensaios para cada composto e buqué testado. Para obtengdo da concentragdo do
extrato sintético foram utilizados calculos e comparacdes de area entre 0 composto

sintético e os extratos da fémea acasalada.

Os bioensaios foram realizados em uma area isolada do insetario (area de
reproducao) provida de vasos com mudas de P. edulis, dieta artificial e flores (/.
waleriana). Todos os cuidados higiénicos do manipulador de espécimes, para nao
contaminagao, foram tomados. Uma fémea virgem foi colocada no ambiente com dois
machos ativos. Apds a observagdo do inicio da corte (vibragdo das asas do macho
sobre a fémea), a fémea foi removida, seu abdome levemente pressionado e sua bolsa
odorifera abdominal tratada com 10uL de cada solugdo de tratamento. O buqué da
glandula odorifera abdominal (1143,10ng/uL), hexano (solvente dos extratos), 2,6,10-
trimetiloxacicloundec-6-enona (4,5ng/uL) e (E)-B-ocimeno (469,45ng/uL) foram
aplicados e depois de 30 segundos a fémea foi colocada novamente na area de
reprodugdo com os dois machos, para observagdo dos comportamentos; com um

tempo maximo que variou de 4 a 6 minutos (FIGURA 46).
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FIGURA 46 - ETAPAS DOS BIONSAIOS: (a) INICIO DA CORTE. (b) RETIRADA DA FEMEA. (c)
TRATAMENTO DA FEMEA. (d) RECOLOCAGCAO DA FEMEA NA AREA DE REPRODUGAO PARA
OBSERVAGCAO DOS COMPORTAMENTOS

FONTE: O autor (2017).

Os comportamentos foram analisados com base em Klein & Araujo (2010). Todos os
bioensaios foram filmados. Os experimentos foram filmados em camera de video de

celular marca LG K10.
2.8 ANALISE ESTATISTICA
Objetivo: Analisar estatisticamente os resultados obtidos nos experimentos.

A quantidade média de compostos bioativos e compostos totais das valvas e
sacos odoriferos abdominais em machos e fémeas acasalados, machos de campo,
machos e fémeas virgens, e dos bioensaios foram analisadas estatisticamente. Em
cada analise quantitativa foram utilizados quatro espécimes para cada sexo. Nos
acasalamentos foram utilizados machos de campo e fémeas virgens recém-emergidas.
Os resultados da quantificacdo dos compostos foram testados por ANOVA, seguido
pelo teste de Tukey e analise de PCA. Nas analises das respostas nos bioensaios foi

utilizado o teste qui-quadrado.
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Todas as analises foram realizadas utilizando-se o programa R versdo 3.3.2
(R Development Core Team 2016). Os graficos foram realizados no Excel ® e

OriginPro8 ®, o calculo do erro padrao foi realizado no Excel ®.
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3 RESULTADOS

3.1. MORFOLOGIA

3.1.1. Fémea

3.1.1.1 Saco odorifero abdominal

O saco odorifero abdominal da fémea (FIGURA 47 — a1, b1, c1) é localizada
na regiao dorsal sob o sétimo segmento e é composta por um tegumento muito
delicado, que pode ser projetado sempre que o abdémen € comprimindo. A analise
morfolégica mostra que o saco € amarelo ou alaranjado, ligeiramente bilobado. Os dois
lobos sédo separados por uma area de superficie esclerotizada [FIGURA 47 — a1, b1, c1
(asterisco)] e os lados tém um processo externo como haste, os bastbes odoriferos
[FIGURA 47 a2, b2, c2 (asterisco)], com uma extremidade em forma de leque, coberta
com cerdas. A superficie dos lobos da bolsa ou saco tem proje¢cdes translucidas
[FIGURA 47 — a3, b3, c3 (ponta de seta branca)l. Uma analise por microscopia
eletrbnica de varredura mostra que as projegdes transliucidas da superficie da bolsa
feminina formam um labirinto de paredes horizontais translucidas irregulares que
delimitam cisternas ou tanques [FIGURA 47 — a3, b3, c3 (asterisco)]. As cisternas ou
tanques recebem e armazenam a secrecao antiafrodisiaca. Os volateis sao emitidos
quando a bolsa feminina é exposta em comportamentos de acasalamento e defesa. A
parte exposta da bolsa feminina pela pressao interna hidrostatica infla como um
paraquedas movido a ar.
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FIGURA 47 — MICROGRAFIAS (MEV) DA BOLSA ODORIFERA ABDOMINAL DA FEMEA FORMADA
POR DOIS LOBOS SEPARADOS POR AREA DE SUPERFICIE QUERATINIZADA (ASTERISCO) (af,
b1 e c1) COM TANQUE VAZIO (SETA BRANCA) E CISTERNA CHEIA DE FEROMONIO (SETA
AMARELA); OS BASTOES ODORIFEROS (ASTERISCO) NAS LATERAIS DA BOLSA (a2, b2 e c2) E
DETALHES DA SUPERFICIE SUPERIOR DO LOBO MOSTRANDO AS PAREDES HORIZONTAIS
TRANSLUCIDAS (SETA BRANCA) E CISTERNAS (ASTERISCO) (a3, b3 e ¢3) DE H. erato phyllis (a1,
a2, c2), BARRAS = 500 ym, 500 um E 10 um, Heliconius ethilla narcaea (b1, b2, b3), BARRAS = 500
pm, 500 ym E 20 uym E Heliconius besckei (c1, c2, c3), BARRAS = 500 pym, 500 ym e 20 um,
RESPECTIVAMENTE

FONTE: O autor (2018).

3.1.1.2 Cisternas ou tanques

O arranjo das projecdes translucidas é diferente nos lepidopteros em estudo.
Heliconius erato phyllis apresentam cisternas menores e mais numerosas (FIGURA 47
— al) para o armazenamento de feroménio antiafrodisiaco na superficie superior dos

lobos. Em Heliconius ethilla narcaea (Fig. FIGURA 47 - b1) e Heliconius besckei
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(FIGURA 47 — c1), o tamanho dessas cisternas é maior e similar. Nas imagens obtidas
das cisternas com feroménio [FIGURA 47 — c1 (ponta de seta preta)], pode-se observar
que a secrecao ali depositada pode preencher completamente o espago interno do
tanque e aparece depositada também nas cerdas dos bastdes odoriferos [FIGURA 47
— c2 (asterisco)]. Nas paredes das cisternas dos lepidopteros ha pequenas saliéncias
irregulares com uma forma ligeiramente triangular [FIGURA 47 — a3, b3, c3 (ponta de
seta branca)]. Estima-se o didmetro das menores cisternas de H. erato phyllis com
aproximadamente 20 um, e de H. ethilla narcaea e H. besckei com aproximadamente

60 pm.
3.1.2 Macho
3.1.2.1 Valva do macho

A gléndula odorifera abdominal corresponde a uma bolsa em forma de harpa
cheia de secrecao na superficie interna da valva (FIGURA 48 - a1, b1, c1). Nesta
superficie, duas areas sao distintas, uma superior com tecido fino e delicado e com
grande parte da area glandular [FIGURA 48 — a1, b1, c1 (asterisco branco)], e outra
inferior [FIGURA 48 — a1, b1, c1 (asterisco preto)], com cerdas longas e pequenas.
Externamente, a valva também apresenta duas areas, uma superior [FIGURA 48 — a3,
b3, ¢c3 (asterisco branco)], com poucas escamas, € uma area inferior [FIGURA 48 — a3,
b3, c3 (asterisco branco)], com pequenas escamas e cerdas longas. Na extremidade
afilada da superficie interna da valvula masculina estao localizados denticulos [FIGURA

48 — a2, b2, c2 (ponta de seta branca)].
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FIGURA 48 — MICROGRAFIAS (MEV) DA VALVA DA GLANDULA ODORIFERA ABDOMINAL DO
MACHO (a1, b1 e c¢1) COM AREA SUPERIOR (ASTERISCO BRANCO) E AREA INFERIOR
(ASTERISCO AMARELO), DETALHE DA EXTREMIDADE CONICA DA FACE INTERNA
QUERATINIZADA DA VALVA COM DENTICULOS (a2, b2 e c2) COM DENTICULOS PROEMINENTES
(SETA BRANCA) E CERDAS PEQUENAS (SETA AMARELA) E SUPERFICIE EXTERNA DA VALVA
(@3, b3, c3), COM AREA SUPERIOR (ASTERISCO BRANCO) E AREA INFERIOR (ASTERISCO
AMARELOQO) DE Heliconius erato phyllis (a1, a2 e a3), BARRAS = 500um , 50 ym e 500 pym, Heliconius
ethilla narcaea (b1, b2 e b3), BARRAS = 500 um, 50 ym e 500 um, Heliconius besckei (c1, c2 e c3),
BARRAS =500 ym, 100 ym E 500 uym, RESPECTIVAMENTE

FONTE: O autor (2018).

3.1.2.2 Extremidade afilada da superficie interna da valva

A valva do macho Heliconius erato phyllis mostra os denticulos dispostos em
trés unidades juntas, aproximadamente vinte conjuntos inicialmente acoplados estéo
localizados e bastante pontiagudos [FIGURA 48 — a2 (ponta de seta branca)]. Em H.
ethilla narcaea existem, em média, oito denticulos na extremidade afilada da valva
masculina [FIGURA 48 — b2 (ponta de seta branca)], pouco proeminentes; e cerdas
pequenas [FIGURA 48 — b2 (ponta de seta preta)]. Heliconius besckei apresenta a
extremidade afilada da valva em forma de foice com aproximadamente 30 denticulos
maiores e mais proeminentes [FIGURA 48 — c2 (ponta de seta branca)] e uma

cobertura de pequenos denticulos [FIGURA 48 — c2 (ponta de seta preta)] no restante
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da estrutura. Em H. ethilla narcaea e H. besckei os denticulos nao sao pontiagudos,
sendo mais proeminentes ao final da estrutura [FIGURA 48 — b2, c2 (ponta de seta

branca)].
3.2 ANALISES QUIMICAS
3.2.1. Analise qualitativa inicial

Em H. erato phyllis e H. ethilla narcaea n&o foram detectadas diferencas
qualitativas entre as categorias (macho n&o acasalado, macho acasalado e fémea

acasalada).

Seis  compostos  bioativos  foram  identificados em  analises
eletroantenograficas (FIGURA 49), quantificados e identificados nos extratos de
machos ndo acasalados, machos acasalados e fémeas acasaladas de Heliconius erato
phyllis (QUADRO 2).
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FIGURA 49 — ELETROANTENOGRAMA COM RESPOSTAS DA ANTENA DA FEMEA VIRGEM AO
EXTRATO DAS GLANDULAS ODORIFERAS ABDOMINAIS DO MACHO ACASALADO DE Heliconius
erato phyllis. (SETA VERMELHA), A RESPOSTA DE MAIOR INTENSIDADE
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-2mv j J|
N | \ — n . U S S
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«—
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FONTE: O autor (2015)

QUADRO 2 - FORMULAS ESTRUTURAIS DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE Heliconius erato phyllis

N° Férmula estrutural Nome do composto
1-hexen-3-ona
/Y\/
0O
1-octen-3-ona
/Y\/\/
0O

(E)-p-ocimeno

3-undecanona

0 (E)-3,7,11-trimetiloxacicloundec-7-en-
2-ona
0
=

acido (E)-2,3-dihidrofarneséico

FONTE: Me. Douglas José Melo e o autor (2018).
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Oito compostos foram quantificados e identificados nos extratos de machos
nao acasalados, machos acasalados e fémeas acasaladas de Heliconius ethilla
narcaea. Oito compostos foram identificados nos extratos de machos n&o acasalados
de Heliconius besckei. Em H. besckei, nao foi possivel a realizagdo de acasalamentos

controlados.

As analises em CG-EM da glandula odorifera abdominal dos lepiddpteros

mostraram que possuem em comum o composto (E)-B-ocimeno.

Em Heliconius erato phyllis além dos seis (6) compostos bioativos
identificados, sete (7) compostos nao bioativos foram parcialmente identificados
(QUADRO 3).

QUADRO 3 - FORMULAS ESTRUTURAIS DE COMPOSTOS NAO BIOATIVOS
PARCIALMENTE IDENTIFICADOS DE Heliconius erato phyllis

N° Férmula estrutural Nome do composto
nonan-3-ona
| /\/\/Y\
(¢]
N 2-fenilacetonitrila
1] U N
J
_O 2,6,6-trimetilciclohex- 1-enocarbaldeido
m \t%/
undec-1-em-3-ona
v NN
o]
(E)-2-metil but-2-enoato de (Z)-hex-3-em-
1-ila
v \L\\/\/OWJ&/

(E)-2-metil but-2-enoato de hexila

Vi /\/‘\/\OJH//\
acetato de (E)-3,7,11-trimetildodeca-6,10-

Vil /I\A/KA/L /\Oi dien-1-ila

FONTE: Me. Douglas José Melo e o autor (2018).

E outros sete (7) compostos nao bioativos tiveram somente a fungao quimica

identificada e dois (2) sdo duvidas, de um total de vinte e dois (22) compostos.

Em Heliconius ethilla narcaea e Heliconius besckei foram identificados oito

(8) compostos, dos quais cinco (5) sdo compostos comuns (FIGURA 50).
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FIGURA 50 - COMPARACAO ENTRE CROMATOGRAMAS COM OS COMPOSTOS PRESENTES NOS
EXTRATOS DAS VALVAS DOS MACHOS DE Heliconius erato phyllis [BIOATIVOS (NUMERO
ARABICO) E PARCIALMENTE IDENTIFICADOS (NUMERO ROMANOY)], Heliconius ethilla narcaea E
Heliconius besckei (COMPOSTOS TOTAIS). 0S NUMEROS EM VERMELHO SAO COMPOSTOS
COMUNS AOS LEPIDOPTEROS. (X), PADRAO INTERNO (TETRADECANO, 100ppm A
5uL/EXTRATO)
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FONTE: O autor (2018).

3.2.2. Analise qualitativa pelo indice de retengao (Kovats)

Os compostos foram identificados nos bouquets das valvas dos lepidopteros
(TABELA 4) que mostram qualitativamente a presenca de compostos contendo as
funcdes: Acido carboxilico, alcool, hidrocarboneto, éster e aldeido. Dentre os
compostos o (E)-B-ocimeno é encontrado na valva do macho e bolsa odorifera
abdominal da fémea dos trés lepidépteros. Heliconius erato phyllis possui vinte e dois
compostos, dentre estes compostos, seis (6) sdo bioativos e dezesseis nado bioativos,

que foram parcialmente ou nao identificados. Heliconius ethilla narcaea e H. besckei
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possuem os compostos eneicosano, (11Z2)-eicos-11-enol, (92)-tricos-9-ano e docosan-

1-ol, em comum.

TABELA 4 - COMPARAGCAO ENTRE OS COMPOSTOS ENCONTRADOS NAS GLANDULAS
ODORIFERAS ABDOMINAIS DE Heliconius erato phyllis [BIOATIVOS (NUMERO
ARABICO) E PARCIALMENTE IDENTIFICADOS (NUMERO ROMANO)], Heliconius

ethilla narcaea E Heliconius besckei

Tempo de
Retencdo

IR calc

Composto

IR lit

L. Heliconius L.

Heliconius erato B Heliconius
ethilla

phyllis besckei
narcaea

1-hexen-3-ona

il

2 9.994 971 1-octen-3-ona 973

3 10,169 1050 (E}-p-ocimeno 1050 _
1 nonan-3-ona

n 2 fenilacetonitrila _
L] 2.6,6-trimetilciclohex-1-enocarbald eido

v undec-1-em-3-ona _
4 16.602.5 1588 3-undecanona 1586

') {E}-2-metil but2-enoato de (Z)-hex-3-em-14la _
V'l {E}-2-metil but2-enoato de hexila

3 18.944.5 1467 {E}-3.7, 11 trimetiloxacicloundec 7-en-2-ona X _
6 24.481 1750 acido {E)-2.3-dihidrofarneséico X

Vil acetato de (E)-3,7,11-trimetildodeca®,10-dien-1-ila _
Vil

: —
X

m —
XN

X

v —
XV

7 27,75 2070 {Z)-heneicos 9-eno 2070

8 27257 2087 octadecanol 2088

9 28,399 2100 heneicosano 2100

10 29975 2164 {2)- octadec 9-enoato de etila 217

" 30,386 2250 (11Z)-eicos-11-enol 2250

12 30,951 2300 {97} tricos 9.ano 2299

13 31,35 2355 {Z)- octadec-9-enoato de butila X

14 32403 2400 tetracosano 2400

15 33643 2400 {13Z)-docos-13-enal 24m

16 36,087 2480 docosan-1-ol 2475

Compostos bioativos e parcialmente identificados no bouquet das glandulas odoriferas abdominais de

Heliconius erato phyllis, e compostos identificados no bouquet de Heliconius ethilla narcaea e Heliconius

besckei. (X) = indice de retencao n&o encontrado na literatura. (-) = ltem nao verificado.
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FONTE: Prof. Dr. Stefan Schulz, Prof. Dr. Diogo Montes Vidal, Me. Douglas José de Melo e o autor

(2017).

3.2.2.1 Importéncia bioldgica

Os compostos identificados foram abaixo separados de acordo com a sua

ocorréncia como feromoénio, aloménios, atrativo, cairomodnios e sinombénios em animais

[vertebrados (V) e invertebrados (I)] e plantas, de acordo com a base de dados de
feroménios EI-Sayed (2018)].

1.

1-hexen-3-ona: (I) Insecta: Ferombénio em Himendptera. (V) Mamiferos e

Anfibios: Feromonio.

1-octen-3-ona: (l) Insetos: Feroménio e cairomdnio em Himenodptera, cairombnio

em Coleoptera.

(E)-B-ocimeno: (I) Arachnida: Aloménio e cairoménio, Insecta: Atrativo em
Neuroptera, Cairoménio em Lepidoptera (familia Chrysopidae), feroménio,
atrativo e alomdnio em Lepidoptera [familia Pieridae, Papilionidae, Nymphalidae
(género Heliconius sp.), Danaidae], feromdnio, cairomdénio e atrativo em
Himenoptera, Diptera, Coleoptera, atrativo e feroménio em Heteroptera. E em

plantas: Malpighiales, familia Salicaceae.

. 3-undecanona: (l) Insecta: Feroménio em Himendptera (V) Mamiferos:

Feromonio.
(E)-3,7,11-trimetiloxacicloundec-7-en-2-ona: Nao foram encontrados registros.
Acido (E)-2 3-dihidrofarnesaéico: (I) Insecta: Feroménio em Himendptera.

(Z£)-heneicos-9-eno: (1) Insecta: Feroménio em Himendptera, Diptera e
Lepidoptera [familia Tortricidae, Nymphalidae (género Heliconius spp.),

Erebidae]. (V) Aves: Alomonio.

8. Octadecanol: Nao foram encontrados registros.

9. Heneicosano: (I) Arachnida: Feromodnio, Insecta: Feromonio em Trichoptera,

Dictyoptera, Homoptera, Psocoptera, Heteroptera, Orthoptera, Lepidoptera
[familias Tortricidae, Pieridae, Nymphalidae (géneros Heliconius spp.),
Lymantriidae, Hesperiidae, Danaidae, Castniidae], Isoptera; ferombnio e atrativo

em Himendptera, Diptera, Coleoptera, (V) Répteis: Ferombnio, Aves: Alomonio.
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10. (2)-octadec -9-enoato de etila: Nao foram encontrados registros.
11.(112)-eicos-11-enol: (I) Ferombnio em Himendptera.
12.(92)-tricos-9-ano: Nao foram encontrados registros.
13.(Z)-octadec-9-enoato de butila: N&o foram encontrados registros.

14.Tetracosano: (l) Arachnida: Feromoénio, Insecta: Feroménio em Trichoptera,
Homoptera, Psocoptera, Coleoptera, Heteroptera, Isoptera, Orthoptera,
Lepidoptera [familia Pieridae, Nymphalidae (género Heliconius sp.), Crambidae,
Danaidae, Noctuidae, Lymantriidae, Lycaenidae, Castniidae], cairoménios e
ferombénio em Himenoptera, atrativo e ferombénio em Diptera, alombnios e

feromoénio em Isoptera, (V) Répteis: Feromdnio, Aves: Aloménio.

15.(132)-docos-13-enal: (I) Insecta: Ferombénio em Lepidoptera [familia

Nymphalidae (género Heliconius spp.)].

16.Docosan-1-ol: () Insecta: Feroménio em Himendptera e Heteroptera. (V)

Répteis, Mamiferos: Feroménio.
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Em H. erato phyllis (FIGURA 51) e H. ethilla narcaea (FIGURA 52) a fémea virgem

nao possui compostos na bolsa odorifera abdominal que apés o acasalamento

passam a possuir todos os compostos da glandula odorifera abdominal do macho.

FIGURA 51 - COMPARACAO ENTRE CROMATOGRAMAS COM COMPOSTOS BIOATIVOS
NOMEADOS DOS EXTRATOS DAS VALVAS DO MACHO ACASALADO, FEMEA ACASALADA E
FEMEA VIRGEM DE Heliconius erato phyllis. (X), PADRAO INTERNO (TETRADECANO, 100ppm A
5uL/EXTRATO)
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FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 52 - COMPARAGAO ENTRE CROMATOGRAMAS DOS EXTRATOS DAS VALVAS DO
MACHO ACASALADO, FEMEA ACASALADA E FEMEA VIRGEM DE Heliconius ethilla narcaea
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FONTE: O autor (2018).
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3.2.4. Analise quantitativa dos compostos nas valvas dos machos n&o acasalados,

machos acasalados e da bolsa odorifera abdominal da fémea

As cisternas ou tanques dos lobos do saco odorifero abdominal da fémea
dos lepidopteros armazenam a secrecdo de feroménio, e devido ao seu tamanho e
numero irdo determinar se a fémea ira manter o bouquet antiafrodisiaco por mais
tempo, aumentando as chances de defesa contra possiveis predados e diminuindo as
chances de novos acasalamentos ou tera suas funcdes reduzidas por perda natural da

secrecao de feromonio.

O odor do saco odorifero abdominal de Heliconius erato phyllis, perceptivel
ao nariz humano, € bastante intenso em campo quando ocorre manipulagdo ou
aproximacao de fémeas. Apds o sacrificio e dissecacado do saco odorifero abdominal o
odor também se mantém fortemente, dependendo do modo de armazenamento das

pecas.

Assim, apds a comparagao entre a morfologia das cisternas dos lobos da
bolsa odorifera abdominal da fémea e as quantificacbes dos volateis, em fémeas dos
lepidopteros, observou-se que as cisternas de Heliconius erato phyllis possuem menor
tamanho e estdo em maior quantidade, favorecendo o armazenamento da secrecao.
Assim em situacbes de defesa e recusa da corte estas fémeas seriam mais bem-
sucedidas, e verificou-se que o macho acasalado possui menor quantidade geral de
compostos do que a fémea apods o acasalamento (FIGURA 53).

Ja as cisternas da bolsa de Heliconius ethilla narcaea e Heliconius besckei
possuem maior tamanho e estdo em menor quantidade, ndo favorecendo o
armazenamento da secrecdo, que seria mais facilmente perdida durante o préprio
acasalamento e apds este, nas situacbes de defesa e recusa de corte. Na
quantificacdo dos compostos de fémeas acasaladas de Heliconius ethilla narcaea,
verificou-se que o macho acasalado possui maior quantidade geral de compostos do
que a fémea apds o acasalamento (FIGURA 56). Em Heliconius besckei nao foi

possivel a realizagdo da quantificagdo dos compostos.

Em H. erato phyllis, para o macho ndo acasalado, comparando o valor
observado das quantificagbes e o valor estimado (soma dos valores do macho
acasalado com os valores da fémea acasalada), notou-se que os compostos um (1),
dois (2) e trés (3) estavam abaixo do valor estimado, os compostos quatro (4) e cinco

(5) estavam proximos do valor estimado e o composto seis (6) estava acima do valor
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estimado (FIGURAS 54 E 55). Para os machos e fémeas acasalados comparando os
valores observados das quantificagdes observou-se que na fémea acasalada todos os
compostos bioativos estavam em média acima dos valores do macho. Confirmando
dados de campo que apontam para a fémea acasalada como tendo um cheiro muito
forte quando comparado ao buqué de glandula abdominal do macho, dados da
morfologia como a presenca de maior numero de pequenos tanques na superficie dos

lobos da bolsa da fémea.

Em H. ethilla narcaea, para o macho nédo acasalado, comparando o valor
observado das quantificagdes e o valor estimado (soma dos valores dos machos
acasalados com os valores das fémeas acasaladas), notou-se que todas as
quantificacbes dos compostos estavam abaixo do valor estimado (FIGURAS 57 E 58).
Para os machos e fémeas acasalados comparando-se os valores observados das
quantificacbes observou-se que na fémea acasalada todos os compostos estavam em
média abaixo dos valores do macho (FIGURA 56). Confirmando dados de campo que
apontam para a fémea acasalada como tendo um cheiro fraco quando comparado ao
buqué de glandula abdominal do macho e a presenca de maior numero de grandes

tanques na superficie dos lobos da bolsa da fémea.



162

FIGURA 53 - GRAFICO DA QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DA GLANDULA
ODORIFERA ABDOMINAL: DO MACHO ACASALADO E DA FEMEA ACASALADA APOS O
ACASALAMENTO DE Heliconius erato phyllis
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FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 54 - GRAFICO DA QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DA GLANDULA

ODORIFERA ABDOMINAL: DO MACHO NAO ACASALADO, E DO MACHO ACASALADO E DA FEMEA
ACASALADA APOS O ACASALAMENTO DE Heliconius erato phyllis
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FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 55 - GRAFICO DA QUANTIFICAGAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DA GLANDULA
ODORIFERA ABDOMINAL: DOS VALORES OBSERVADOS E ESTIMADOS PARA O MACHO NAO
ACASALADO (c) DE Heliconius erato phyllis
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FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 56 - GRAFICO DA QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS DA GLANDULA ODORIFERA
ABDOMINAL: DO MACHO ACASALADO E DA FEMEA ACASALADA APOS O ACASALAMENTO DE
Heliconius ethilla narcaea
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FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 57 - GRAFICO DA QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS DA GLANDULA ODORIFERA
ABDOMINAL: DO MACHO NAO ACASALADO, E DO MACHO ACASALADO E DA FEMEA
ACASALADA APOS O ACASALAMENTO DE Heliconius ethilla narcaea
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FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 58 - GRAFICO DA QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS DA GLANDULA ODORIFERA
ABDOMINAL: DOS VALORES OBSERVADOS E ESTIMADOS PARA O MACHO NAO ACASALADO DE

Heliconius ethilla narcaea

Heliconius ethilla narcaea Quantificacdoes médias
esperadas/observadas - Macho nao Acasalado
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FONTE: O autor (2018).
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3.2.5 Analises estatisticas

A maturacdo das gléndulas odoriferas abdominais do macho de Heliconius
erato phyllis ocorre trés (3) dias apds a emergéncia, ou seja, o macho exibe todos os

compostos do bouquet odorifero do macho maduro (FIGURA 59).

FIGURA 59 - GRAFICO DA ANALISE DE PCA, P = e-05 ***, DAS QUANTIFICACOES DOS
COMPOSTOS DA GLANDULA ODORIFERA ABDOMINAL DO MACHO VIRGEM DE
Heliconius erato phyllis, COM 24h, 48h e 72h APOS A EMERGENCIA
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FONTE: O autor (2018).

Em H. erato phyllis as analises estatisticas entre macho acasalado e fémea
acasalada indicaram que a fémea possui maior quantidade geral de compostos apos o

acasalamento (FIGURA 60a). Em H. ethilla narcaea as analises estatisticas entre
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macho acasalado e fémea acasalada indicaram que a fémea possui menor quantidade

geral de compostos apds o acasalamento (FIGURA 60b).

FIGURA 60 - GRAFICOS DAS ANALISES DE PCA DAS QUANTIFICACOES DOS COMPOSTOS DA
GLANDULA ODORIFERA ABDOMINAL DO MACHO ACASALADO E DA FEMEA ACASALADA APOS O
ACASALAMENTO DE Heliconius erato phyllis (a), P= 0.04096*, E Heliconius ethilla narcaea (b),
P=0.1194
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FONTE: O autor (2018).

Em H. erato phyllis as analises estatisticas entre macho ndo acasalado,
macho acasalado e fémea acasalada indicaram que o primeiro maior componente
(PC1) da PCA (explicou 60,56% da variagao) apresentou ANOVA néao significativa
(Trago Pillai = 0,034, F 4 = 3,296, P = 0,19). Os testes de Tukey ndo mostraram a
distincdo entre as trés categorias: macho nédo acasalado (NMM), macho acasalado
(MM) e fémea acasalada (MF). Conclui-se que a quantidade de compostos bioativos
nao é significativamente diferente em cada uma das categorias analisadas (FIGURA
61a).

Em H. ethilla narcaea as analises estatisticas indicaram que o primeiro maior
componente (PC1) da PCA (explicou 89,71% da variagdo) apresentou ANOVA
significativa (Traco Pillai = 0,088, F 4 = 2,394, P < 0,001 **). Os testes de Tukey
mostraram a distingdo entre as categorias: macho ndo acasalado (NMM), e macho

acasalado (MM) e fémea acasalada (MF). Conclui-se que a quantidade de compostos
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bioativos é significativamente diferente entre as categorias analisadas, macho nédo

acasalado e macho e fémea acasalados (FIGURA 61b).

FIGURA 61 - GRAFICOS DAS ANALISES DE PCA DAS QUANTIFICAGOES DOS COMPOSTOS DA
GLANDULA ODORIFERA ABDOMINAL DA FEMEA ACASALADA (FA) E DO MACHO ACASALADO
(MA) APOS O ACASALAMENTO, E DO MACHO NAO ACASALADO (MNA), E DE Heliconius erato

phyllis (a) E Heliconius ethilla narcaea (b)
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FONTE: O autor (2018).
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3.2.6 Andlise sobre a morfologia das glandulas odoriferas abdominais e o

armazenamento de compostos

Como se podem observar nas imagens (FIGURA 62), as cisternas ou
tanques dos lobos da bolsa odorifera abdominal de Heliconius erato phyllis apresenta
uma estrutura semelhante a uma esponja, com inumeros tanques pequenos na sua
superficie. Em Heliconius ethilla narcaea e Heliconius besckei os tanques sdo maiores
na sua maioria. Na imagem correspondente a H. Besckei observa-se os tanques cheios

de secrecao da fémea acasalada.

FIGURA 62 - COMPARACAO COM IMAGENS DE MEV, DO SACO ODORIFERO ABDOMINAL DAS
FEMEAS VIRGENS DE Heliconius erato phyllis (a) e Heliconius ethilla narcaea (b). IMAGEM DO SACO
ODORIFERO ABDOMINAL DA FEMEA ACASALADA DE Heliconius besckei, COM TANQUES CHEIOS
DE SECRECAO (c)

FONTE: O autor (2017).
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3.2.7 Anadlises eletroantenograficas

Os resultados eletroantenograficos mostram que seis compostos sé&o
bioativos no bouquet odorifero da glandula odorifera abdominal do macho de H. erato
phyllis, para a antena da fémea virgem (FIGURA 49).

As demais categorias também foram aferidas e os resultados totais de GC-
EAD mostram que os compostos (1) 1-hexen-3-ona, (2) 1-octen-3-ona, (3) (E)-B-
ocimeno, (4) 3-undecanona, (5) 2,6,10-trimetiloxacicloundec-6-enona e (6) acido (E)-
2,3-dihidrofarnesodico séo percebidos pelas antenas dos lepiddpteros, com variacdo na
magnitude da percepg¢ao dos compostos e no numero de compostos percebidos por
ambos os individuos virgens e acasalados de ambos os sexos. O composto cinco
apresentou a maior intensidade de respostas eletroantenograficas em fémeas virgens
de H. erato Phyllis e machos maduros. O composto 1 mostra as seguintes
percentagens de resposta eletroantenografica para a fémea virgem, macho maduro,
fémea acasalada e macho virgem: 20, 30, 50, 0, respectivamente. O composto 2
mostra as seguintes percentagens de resposta eletroantenografica para fémeas
virgens, machos maduros, fémeas acasaladas e machos virgens: 0, 10, 0, O,
respectivamente. O composto 3 mostra as seguintes percentagens de resposta
eletroantenografica para a fémea virgem, macho maduro, fémea acasalada e macho
virgem: 30, 30, 50, 0, respectivamente. O composto 4 mostra as seguintes
percentagens de resposta eletroantenografica para fémea virgem, macho maduro,
fémea feminina e macho virgem: 80, 40, 50, 0, respectivamente. O composto 5 mostra
as seguintes percentagens de resposta eletroantenografica para fémeas virgens,
machos maduros, fémeas acasaladas e machos virgens: 100, 70, 50, 100,
respectivamente. O composto 6 mostra as seguintes percentagens de resposta
eletroantenografica para fémeas virgens, machos maduros, fémeas acasaladas e
machos virgens: 60, 30, 50, 0, respectivamente (FIGURA 63).
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FIGURA 63 - GRAFICO QUE MOSTRA O NUMERO DE RESPOSTAS ELETROANTENOGRAFICAS DA
FEMEA VIRGEM, MACHO ACASALADO, FEMEA ACASALADA E MACHO VIRGEM PARA OS SEIS
COMPOSTOS BIOATIVOS DO BOUQUET ODORIFERO DA GLANDULA ODORIFERA ABDOMINAL
DO MACHO DE Heliconius erato phyllis

Heliconius erato phyllis Respostas Eletroantenograficas para os
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FONTE: O autor (2017).

3.2.8 Bioensaios — Heliconius erato phyllis

Em todos os resultados de dez bioensaios com o tratamento buqué
odorifero, os machos rejeitaram a fémea virgem tratada, com comportamento de
partida e aproximacéao rapida. Em noventa por cento dos resultados de dez bioensaios
com o tratamento hexano, os machos néao rejeitaram a fémea virgem tratada, com
comportamentos de corte e acasalamento. Em todos os resultados de dez bioensaios
com o tratamento 2,6,10-trimetiloxacicloundec-6-enona (composto com maior
intensidade e quantidade de respostas eletroantenograficas), os machos rejeitaram a
fémea virgem tratada, com abordagem e comportamento de saida rapida. Em todos os
resultados de dez bioensaios com o tratamento $-ocimeno (composto comum a outros
Heliconiini), os machos rejeitaram a fémea virgem tratada, com comportamento de
aproximacéo e partida rapida. (FIGURA 64). (Nos quatro tratamentos, qui-quadrado: X2
=10, P <0,05).
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FIGURA 64 - COMPARAGCAO ENTRE OS RESULTADOS OBTIDOS NOS BIOENSAIOS QUE
TESTARAM A REPULSAO DE FEMEAS DE Heliconius erato phyllis TRATADAS COM EXTRATO DO
BOUQUET DA GLANDULA ODORIFERA ABDOMINAL, (E)-3,7,11-trimetiloxacicloundec-7-en-2-ona
(MACROLIDEO COM MAIOR INTENSIDADE DE RESPOSTA DAS ANTENAS DE FEMEAS VIRGENS E
DE MACHOS ACASALADOS), OCIMENO (COMPOSTO COMUM AOS TRES LEPIDOPTEROS
ESTUDADOS) E A NAO INTERFERENCIA DO HEXANO NOS BIOENSAIOS

Rejeicao

E Namoro

|
o

(E)-B-ocimeno

Macrolideo -

Hexano - Se%s

Tratamentos
X
X
X
X
X
b 4

Bouquet =
b4 X,

I e e e e e o e e e e BB LA B e e ey e e e e e e e e e e e
9 8 7 6 5§ 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Numero de fémeas virgens

FONTE: O autor (2018).
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4 DISCUSSAO

As caracteristicas morfolégicas aqui discutidas, remetem a uma coevolugao
entre macho e fémea nos lepidopteros estudados, com base nas hipoteses levantadas.
Os tanques de armazenamento do antiafrodisiaco, com tamanhos variados,
possivelmente tornam o armazenamento de Heliconius erato phyllis mais eficiente do
que o de Heliconius ethilla narcaea e Heliconius besckei. Além disso, € provavel que os
denticulos na regido apical da face interna da valva do macho segurem firmemente no
saco odorifero da fémea durante o acasalamento, assegurando que a secregao
antiafrodisiaca passe para a bolsa da fémea. Ockenfels et al. (1998) ndo encontraram
evidéncias de que esta bolsa tenha uma fungédo glandular em Argynnis paphia
(Linnaeus, 1758) (Nymphalidae: Heliconiinae) sendo provavelmente uma condi¢céo

existente em outras borboletas Heliconiinae.

O bouquet das glandulas odoriferas abdominais €& facilmente dissipado
através de uma breve exposi¢cado das glandulas, com a abertura do espago entre as
valvas pelo macho e com a protrusdo do saco odorifero abdominal pelas fémeas
acasaladas. No insetario de reproducdo seminatural, observou-se que durante a
copula, varios coespecificos empoleiram-se com asas fechadas préoximas ao casal em
copula. Esse comportamento possivelmente esta relacionado ao odor liberado pelas
glandulas abdominais e pode contribuir para determinar a origem da formagéo de

dormitérios comunitarios.

A contribuigdo da morfologia das glandulas odoriferas abdominais para o
sucesso adaptativo da espécie é sugerida além dos tanques de armazenamento do
antiafrodisiacos, pelos denticulos que seguram a bolsa da fémea. As cisternas ou
tanques com a funcao de receber, armazenar e dissipar compostos antiafrodisiacos
volateis, e os denticulos, provavelmente, para garantir a transferéncia do
antiafrodisiaco para a fémea. O macho de H. erato phyllis seria mais eficiente em
prender o saco odorifero abdominal da fémea devido a presenga de um numero maior
de denticulos proeminentes na extremidade cénica da superficie interna da valva do
macho. Adicionando-se a este fato, a transferéncia do buqué especifico do macho, com
uma fungdo sexual, que €& armazenada por mais tempo devido a presenca de

minusculos tanques nos l6bulos da bolsa abdominal da fémea.

A variabilidade quantitativa em compostos de machos nao acasalados,

machos acasalados e fémeas acasaladas podem ser resultado da variagao genética do
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espécime, da variagao fisioldgica causada pelo estresse bidtico e abidtico, entre outros
possiveis fatores. Acrescenta-se a estes o numero de acasalamentos realizados, a
duracdo da (as) copula (as) e o tempo sem acasalamento desde a captura para
machos nao acasalados e machos acasalados, e a duragdo da (s) copula (s) para
fémeas acasaladas. Apesar dos nossos esfor¢cos para manter a estabilidade ambiental
e experimental, nossas de tentativas de acasalamento entre fémeas virgens e machos
virgens nao resultaram em cépula. Sabe-se que os machos virgens precisam aprender
visualmente como proceder no namoro € na copula. Um fato que requer condicoes
ambientais ideais, ndo obtidas nas condigbes seminaturais do insetario utilizado.
Machos virgens também se mostraram pouco sensiveis aos compostos bioativos do
que as outras categorias, possivelmente devido as condi¢des ambientais n&o ideais
para percepc¢ao e aprendizado. Os resultados da analise quimica mostram que o
macho transfere todo o seu buqué das glandulas odoriferas abdominais das valvas
para a bolsa odorifera abdominal da fémea, que apresenta o mesmo odor das
glandulas presentes nas valvas dos machos, sendo pouco sensivel aos mesmos.

Portanto, possivelmente percebida como macho por coespecificos.

As glandulas odoriferas abdominais das valvas dos machos de Heliconius
erato phyllis, de acordo com o método de cromatografia em fase gasosa, tém uma
composi¢cao quimica com algumas semelhangas com H. melpomene (SCHULZ et al.,
2008). Seis compostos que possuem atividade bioldgica intraespecifica e um com
possivel atividade interespecifica foram detectados. Com tempos de retengdo mais
baixos, dois compostos, 1-hexen-3-ona e 1-octen-3-ona sao inicialmente observados,
acredita-se que estejam provavelmente envolvidos na comunicacdo e na defesa

intraespecifica.

O composto (E)-B-ocimeno, antiafrodisiaco de H. melpomene, sugerimos ser
um antiafrodisiaco interespecifico. O composto 3-undecanona provavelmente também
envolve o alarme e a defesa. O composto 2,6,10-trimetiloxacicloundec-6-enona foi o
composto com resposta eletroantenografica significativa da fémea virgem e macho
acasalado para o extrato do macho maduro, corroborada pelos resultados obtidos nos
bioensaios. Este composto esta provavelmente relacionado ao reconhecimento
especifico do macho. Considerando que a evolugdo dos antiafrodisiacos em
Heliconiinae é resultado da selecgdo intrassexual (ESTRADA et al., 2011), a partir da
competicdo entre machos, conclui-se que um composto especifico do sexo masculino,

presente no antiafrodisiaco, também evoluiu através desta selecdo. A subespécie H.
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erato phyllis é considerada monogamica (KLEIN & ARAUJO, 2010), e possivelmente o
composto especifico liberado pela bolsa da fémea, € um dos elementos que contribuem
para essa condigdo, possivelmente por ser percebida entre os receptores
coespecificos. Heliconius erato, assim como H. erato phyllis, formam dormitorios
comunitarios de modo circadiano e varias hipéteses evolutivas explicam a origem do
fendmeno. Entre eles, o uso do mesmo como suporte de protegcao contra predadores,
como um centro de informagdes sobre fontes de alimentos etc. (ENDRINGER et al.,
2004). Inclui-se a possivel existéncia de composto especifico do o macho em
Heliconiinae, para a formac&o de dormitérios comunitarios. A liberagdo do volatil (E)-B-
ocimeno pela planta hospedeira dos lepidépteros, Passiflora edulis, apos a herbivoria,
relatado no capitulo | deste trabalho, possivelmente provocaria a nao ocorréncia de

acasalamento adulto ou pupal, nas proximidades da planta.

Nas observagdes de campo, papéis de filtro com extrato de glandulas
odoriferas abdominais do macho foram pendurados por fio em arvores, e notou-se que
este atraiu muitas espécies de borboletas. Este comportamento observado sugeriu a
existéncia de compostos interespecificos em extratos de glandulas abdominais de H.
erato phyllis. A contribuicdo das glandulas odoriferas abdominais para o0 sucesso
adaptativo da subespécie é sugerida pela transferéncia completa do bouquet odorifero
do macho para a fémea, somado a uma possivel transferéncia de composto macho
especifico e a maior capacidade de armazenamento do bouquet pela fémea,;
caracteristicas estas que possivelmente promovem o reconhecimento intraespecifico e
a monogamia da fémea, permitindo a esta maior capacidade de sobrevivéncia e

possivelmente a formagao de dormitérios comunitarios.
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CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O composto ocimeno de Passiflora edulis provavelmente é transferido para o
bouquet das Glandulas Odoriferas Abdominais (GOAs) dos lepidopteros através da
alimentacdo das larvas, atuaria como um antiafrodisiaco interespecifico, evitando
acasalamentos entre heteroespecificos. Este composto evitaria acasalamentos nas
proximidades da planta na qual exista atividade de herbivoria de larvas de Heliconius

erato phyllis.

Heliconius erato phyllis, a subespécie mais abundante na Mata Atlantica
possui bouquets para as GOAs e Androcbnia Alar com maior quantidade e variedade
de compostos, muito divergentes dos outros lepidopteros estudados. Assim, a GOA da
fémea de H. erato phyllis retém maior quantidade de secrec¢ao devido a morfologia da
superficie externa da glandula. Heliconius ethilla narcaea e Heliconius besckei
apresentam na Androcénia e GOA, menor variedade de compostos em comparagao

com H. erato phyllis, com maior quantidade de compostos semelhantes.

Heliconius erato phyllis possui vantagens adaptativas devido a sua
diferenciagdo quimica, entre outras caracteristicas, o que explicaria sua maior
distribuicdo geografica. A similaridade quimica entre H. ethilla narcaea e H. besckei
evidenciaria espécie e subespécie com maior possibilidade de acasalamentos
interespecificos. Segundo relatos de alguns pesquisadores a espécie Heliconius
besckei estaria entrando em extingao. Possivelmente as caracteristicas aqui apuradas,
como a semelhanga existente entre compostos volateis responsaveis por fungdes
sexuais e reprodutivas com outra espécie, e a questdo da morfologia interna da
androcbnia, que nao favorece a liberagao de feromonio seriam pontos chave para a

sua extingao e modelo de intercorréncia para outros lepidopteros.

PROPOSTAS DE ESTUDO

No presente trabalho algumas analises nao puderam ser feitas e seriam
importantes para fornecer uma ideia mais ampla do efeito destes volateis. Assim uma
analise da atracao de predadores e de fémeas para oviposi¢ao, pelos volateis de P.
edulis, a atividade biolégica dos volateis de androcbénia e das glandulas odoriferas
abdominais dos lepidopteros e sua interespecificidade, iriam delinear com maior
abrangéncia a acao destes volateis. Bem como o estudo da influéncia da temperatura

de desenvolvimentos dos ovos na determinagdo do sexo dos lepiddpteros e os
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fendbmenos envolvidos no acasalamento pupal permitiiam melhor conhecer os

lepidopteros e importancia ecoldgica destes seres vivos tdo especializados.
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