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Vi

RESUMO

As espécies de Heliconiini (Lepidoptera, Nymphalidae, Heliconiinae), devido a
sua coloracdo aposematica no estagio adulto, impalatabilidade, participacdo em anéis
miméticos, estreita interacdo com maracujazeiros (Passifloraceae), bem como a
facilidade de cultivo destas plantas hospedeiras e da adaptacdo em insetario, tém sido
alvo de diversos estudos em interacdo inseto-planta. A existéncia de alometria e de
dimorfismo sexual nas pernas anteriores destes insetos € ha tempo conhecida, mas ndo
foram explorados quanto a morfologia, variacdo na forma e funcao, e evolugdo. Sensilas
tricéides, associadas a espinhos cuticulares nos tarsos, presentes somente nas fémeas,
estariam supostamente associados ao reconhecimento de plantas-hospedeiras para
oviposic¢do, assim como o comportamento de tamborilamento. As pernas medianas e
posteriores ainda ndo foram abordadas em detalhe nem quanto a sua morfologia ou
quanto as suas funcbes quimiossensoriais. Ndo foram realizadas ainda mensuracgoes,
bem como a descricdo das estruturas morfoldgicas nas pernas da grande maioria das
especies de Heliconiini. Objetivamos com este trabalho caracterizar e quantificar a
variacdo morfoldgica geral, morfométrica e ultraestrutural das pernas de Heliconiini
neotropicais, bem como estabelecer as possiveis trajetdrias ontogenéticas, filogenéticas
e padrdes alométricos destas estruturas. Assim como entender a morfofuncionalidade
associada aos diferentes pares de pernas, utilizando como modelo de estudo Heliconius
erato. Foi ilustrado a morfologia ultraestrutural dos tarsos, incluindo os pré-tarsos, de
Heliconius erato, bem como o padréo de distribuicdo das sensilas tarsais das pernas pro,
meso e metatoracica, para ambos 0s sexos. Os resultados confirmam a funcdo
quimiossensora dos tarsos deste Heliconiini, sugerindo que a funcdo das pernas
anteriores seria fundamental na selecdo do substrato de oviposicdo e de que as pernas

medianas e posteriores estdo envolvidas na identificacdo de alimento (néctar e/ou



vii
polen). As principais linhagens de Heliconiini também foram ilustradas e comparadas,
quanto a morfologia dos tarsos e pré-tarsos, no que incluiu espécies representativas de
todos 0s géneros neotropicais desta tribo (Agraulis, Dione, Dryadula, Dryas, Eueides,
Heliconius, Laparus, Neruda, Philaethria e Podotricha). A diferenciagéo e variagdo nos
tecidos tarsais das diferentes pernas foi observada ainda no quinto instar larval.
Encontramos alometria negativa (estatica, ontogenética e filogenética), sendo mais
pronunciada nos machos. Linhagens mais derivadas apresentaram tarsos anteriores com
tamanhos menores, quando comparadas as linhagens mais basais. Os resultados deste
estudo suporta a hipotese de que a evolucdo das pernas protoracicas vem sendo
direcionado pelas fémeas, estando associado a redugdes e fusionamento dos poditos

destes.



INTRODUCAO GERAL
Interacdo Heliconiini-Passifloraceae

A tribo Heliconiini, conhecida popularmente por borboletas-do-maracuja,
constitui-se num dos grupos de borboletas mais conhecidos (BELTRAN et al. 2007). O
facil cultivo de suas plantas hospedeiras (Passifloraceae) e adaptagdo as condicGes de
insetario, tornaram os heliconineos modelos experimentais muito utilizados em diversos
estudos sobre interagdo inseto-planta (GILBERT 1971, 1975, BENSON et al. 1975,
SPENCER 1988, MUGRABI-OLIVEIRA & MOREIRA, 19964, b), dentre outros aspectos, tais
como mimetismo, biogeografia, ecologia e comportamento (CRANE 1957, BENSON et al.
1975, BROwN 1981, GILBERT 1991, HERNANDEZ & BENSON 1998, RODRIGUES &
MOREIRA 2002, 2004, KERPEL & MOREIRA 2005).

BENSON et al. (1975) prop0s um sistema de evolugdo paralela, ocasionado pela
pressdo da herbivoria das larvas dos heliconineos sobre as passifloraceas. Neste sistema,
as espécies consideradas ancestrais entre os heliconineos estariam associados a
subgéneros mais ancestrais dentre as passifloraceas, da mesma forma para as mais
derivadas. Porém, tal cenério ndo foi testado apds os avangos alcancados recentemente a
cerca da filogenia tanto dos proprios heliconineos (e.g. BELTRAN et al. 2007) quanto das
passifloraceas hospedeiras (e.g. MUSCHNER 2005).

Apesar disso, trabalhos que registrem a associacdo das espécies de passifloraceas
e de heliconineos sdo poucos (e.g. BROWN & MIELKE 1972, BROWN 1979, BECCALONI et
al. 2008). BROWN (1981), em revisdo a respeito, apresentou informagdes gerais sobre as
passifloraceas utilizadas pelas diferentes espécies de heliconineos nas regides
Neotropical e Neartica. Para 0 Rio Grande do Sul (RS), os dados existentes sao

fragmentados (GARCIAS 1983, MENNA-BARRETO & ARAUJO 1985, MIRANDA 1997,



PERICO 1995, PERICO & ARAUJO 1991, BIANCHI & MOREIRA 2005, DELL’ERBA et al.

2005).

Reconhecimento sensorial durante a oviposi¢ao

O comportamento de selecdo da planta hospedeira para oviposi¢do nos insetos
desenvolve-se numa sequéncia de fases, resultantes de estimulos externos e eventos
corporais internos, a saber: 1) localizacdo do habitat da planta-hospedeira; 2)
localizag&o da hospedeira potencial; 3) aceitagdo ou rejeicdo desta. As duas primeiras
etapas estdo baseadas na visdo e no olfato, e a terceira nas informagdes quimicas obtidas
da planta através dos receptores sensoriais associados ao contato com esta, culminando
na estimulacdo ou ndo a oviposicdo (DETHIER 1982, MILLER & STRICKLER 1984,
RAMASWAMY 1988, RENWICK & CHEW 1994).

Os olhos compostos das borboletas estdo envolvidos na localizagdo da planta-
hospedeira, e as antenas na percepcdo olfativa, caracteristicas sensoriais que
combinadas permitem a localizagdo do alimento, bem como o local de oviposi¢do a uma
consideravel distancia (CHAPMAN 1982, RAMAsSwAMY 1988). Varios estudos
determinaram que a visdo é bastante desenvolvida nos heliconineos. Os adultos de
Heliconius erato (Linnaeus, 1758), por exemplo, podem responder e identificar
tonalidades de cor nos comprimentos de onda na faixa azul-vermelho (CRANE 1955,
SWIHART 1971, SWIHART & GORDON 1971, STRUWE 1972). Tal modalidade sensorial
foi abordada em trabalhos mais recentes desenvolvidos no Laboratério de Morfologia e
Comportamento de Insetos (LMCI-UFRGS), nos quais também mostrou-se diretamente
associada a escolha da planta hospedeira das larvas e a fontes de alimento dos adultos,
incluindo o aprendizado correspondente (KERPEL 1999, RODRIGUES 1999, GAUER

2000).



Fox (1966) prop6s uma hipotese no qual as fémeas de Nymphalidae bateriam
(comportamento de “drumming”) na superficie das folhas, utilizando espinhos presentes
nos tarsos anteriores (porgdo proximal do quarto tarsdbmero), para liberar substancias
quimicas das plantas que seriam captadas por agrupamentos de sensilas, situados na
base desses. Outros trabalhos também apontaram a importancia de tais receptores
sensoriais (ex.: quimio- e mecanoreceptores) durante 0 processo de Oviposi¢cdo em
lepiddpteros noturnos, sendo muitos destes localizados nos tarsos, ndo modificados (e.g.
RAMASWAMY et al. 1987, RAMASWAMY & BAKER 1990).

PERICO & ARAUJO (1991) relataram que as fémeas de Heliconius erato phyllis
(Fabricius, 1775) tamborilam o substrato com as pernas anteriores antes de ovipositar,
mecanismo pelo qual supostamente a planta € reconhecida. Em Heliconius charithonia
(Linnaeus, 1767), também foi observado o fendbmeno de tamborilamento (RENOU 1983).
Segundo este autor, em testes eletrofisioldgicos, observou-se uma fungédo
guimiossensora nestas sensilas, tanto para sais quanto para extratos das folhas de

Passifloraceae, hospedeiras das larvas.

Morfologia das pernas de Nymphalidae

A familia Nymphalidae (Lepidoptera) apresenta distribuicdo cosmopolita e
inclui aproximadamente 7200 espécies, ocorrendo em todos os habitats e continentes,
exceto na Antartida e tendo maior diversidade nos neotrépicos (DEVRIES 1987, SHIELDS
1989, HEPPNER 1991, FREITAS & BROWN 2004). Os ninfalideos possuem a mais diversa
relacdo de plantas hospedeiras e maior diversidade de formas larvais. Diferentemente
dos riodinideos e licenideos, sdo quase que inteiramente fitofagos. Sdo também diversos
em estruturas e padrdes de asas, em relacdo as demais familias de borboletas no mundo.

N&o obstante toda esta diversidade e variedade, seus membros podem ser reconhecidos



por somente quatro pernas locomotoras, sendo as anteriores grandemente reduzidas e,
muitas vezes, semelhantes a uma pequena pluma (DEVRIES 1987, GRIMALDI & ENGEL
2005).

Ou seja, as pernas protorécicas sao altamente modificadas nos ninfalideos. Ao
contrério dos machos, onde até 0 momento ndo parece haver qualquer funcdo para as
pernas anteriores, nas fémeas tais apéndices estdo supostamente associados a
identificacdo do substrato de oviposi¢do, por tamborilamento das folhas das plantas
hospedeiras (= “drumming”) (CALVERT 1974, FEENY et al. 1983, PERICO & ARAUJO

1991, RENWICK & CHEW 1994).

Morfologia das pernas de Heliconiini

EMSLEY (1963) estudou aspectos da morfologia geral dos adultos da tribo, além
de pioneiramente apresentar uma filogenia para o grupo baseada em alguns desses
caracteres. A variagdo na proporcdo dos comprimentos entre 0s segmentos das pernas
de varias espécies sdo por demais caracteristicas, embora isto ndo contribua para a
compreensdo das relagdes de parentescos especificas, mas podendo assim representar
convergéncias adaptativas (quanto a selecdo da planta hospedeira) GODMAN & SALVIN
(1901).

Segundo EMSLEY (1963), as pernas protoracicas dos heliconineos sdo
sexualmente dimorficas. Nos machos, o tarso é constituido de somente um podito, ndo
apresentando evidéncias de um pré-tarso, e € imdvel, fusionado a tibia.

Nas fémeas, a reducdo das pernas anteriores é principalmente devida a
compactacdo dos tarsos, que sdo grandemente limitados em seus movimentos. Os
tarsdbmeros apresentam-se em nimero de cinco: o segmento proximal é também o mais

longo; os segmentos dois, trés e quatro sdo reduzidos; e, 0 segmento cinco, muito



reduzido a quase ausente. O tarsdomero mais distal apresenta uma projegéo espiniforme,
algumas vezes reduzida a uma proeminéncia, 0 que poderia corresponder ao pre-tarso
modificado (EMSLEY 1963).

As pernas meso- e metatoracicas ndo apresentam dimorfismo sexual acentuado;
Ou seja, 0s tarsos sdo tipicos, ndo apresentando fusionamento, nem reducdo acentuada
dos seus segmentos. Os pré-tarsos sao morfologicamente distintos, e semelhantes em
ambas as pernas.

Desconhecemos a existéncia de estudos a respeito da existéncia de alometria nas
pernas dos heliconineos, embora uma analise preliminar tenha revelado prontamente tal
existéncia quanto ao tamanho, tanto em nivel filogenético quanto estatico, bem como
em relacdo a existéncia de dimorfismo quanto ao tamanho entre os componentes de tais
apéndices (MOREIRA, G.R.P., UFRGS, dados ineditos). O pré-tarso de praticamente
todos os géneros de heliconineos apresenta um par de garras longas e curvas, e no meio
destas, um ardlio conspicuo, e um par de pulvilos bifidos (EMSLEY 1963). A analise
comparativa realizada por PENz (1999) aponta para a existéncia de consideravel

variacdo nessas estruturas, que também pode ser explorado no grupo.

Alometria

A alometria é definida como taxas de crescimento diferenciadas entre partes do
corpo de um dado organismo (N1IJHOUT & WHEELER 1996, GAYON 2000). Relss (1989)
expressou a alometria através da seguinte expressdo matematica: Y = aX®, onde X e Y
sdo mensuracOes associadas ao tamanho, e a e B sdo constantes. Se a equacdo for
linearizada, teremos entdo: log Y = log o + B log X. Um grafico de log Y em funcédo de
log X produz uma reta com inclinacdo p. Na equacéo, p é o coeficiente alométrico. Se o

coeficiente alométrico for maior que 1, a alometria é positiva. Se o coeficiente



alométrico for menor que 1, a alometria é negativa. E se tal coeficiente for igual a 1,
temos isometria. Na equacdo, a é o coeficiente de proporcionalidade (interseccédo), é
especifico taxonomicamente e também para a caracteristica em estudo (SCHMIDT-
NIELSEN 1984).

A alometria pode ser de trés diferentes tipos: ontogenética — considera a variacéo
entre caracteristicas ao longo do desenvolvimento de uma espécie; estatica — compara a
variacdo na taxa de crescimento de determinadas estruturas, intraespecificamente, em
um mesmo estagio ontogenético; filogenética (ou evolutiva) — relaciona a covariacao
dos crescimentos relativos, em um mesmo estagio ontogenético, ao nivel interespecifico
(CHEVERUD 1982, KLINGENBERG & ZIMMERMANN 1992).

Muitos padrdes alométricos sdo adaptativos (N1IJHOUT & WHEELER 1996,
NIJHOUT & EMLEN 1998, STERN & EMLEN 1999, FRANKINO et al. 2005), o que faz da
alometria uma interessante abordagem na compreensdo de padrdes de desenvolvimento,
em relacdo a fatores comportamentais e/ou ecoldgicos (SINERvVO & Huey 1990,
MCKINNEY & MCNAMARA 1991, EMLEN 1996, 1997, HALL et al. 2003, FRANKINO et al.
2007). Como exemplo, no estégio larval de H. erato phyllis, onde o musculo adutor da
mandibula apresenta um crescimento alométrico positivo da sua altura, em relagdo a
largura; o que se reflete externamente na cépsula cefalica, com crescimento maior da
altura, se comparado com a largura. Esta alometria estd intimamente associada a
alimentacdo diferenciada neste estagio de desenvolvimento, com 0s primeiros instares
ingerindo folhas mais jovens e tenras e os instares finais as mais velhas e rigidas

(AYMONE 2006).



Filogenia de Heliconiini

Os Heliconiini (Nymphalidae, Heliconiinae) (sensu PENZ & PEGGIE 2003) se
distribuem na regido Neotropical, do sul dos Estados Unidos até o Uruguai (DEVRIES
1987). Atualmente o grupo apresenta cerca de 70 espécies distribuidas em 10 géneros:
Agraulis Boisduval & Le Conte, Dione Hubner, Dryadula Michener, Dryas Hibner,
Eueides Hubner, Heliconius Kluk, Laparus Billberg, Neruda Turner, Philaethria
Billberg e Podotricha Michener (BROWN 1981, PENz 1999, LAMAS 2004).

Até o presente momento, os trabalhos mais relevantes, com enfoque
sistematico-filogenético em Heliconiini, foram: MICHENER (1942), EMSLEY (1963),
BROWN (1981), LEE et al. (1992), BROWER (1994), BROWER & EGAN (1997), PENZ
(1999) e BELTRAN et al. (2007).

No estudo de BELTRAN et al. (2007), os autores reavaliaram as relagOes
filogenéticas de 60 espécies de heliconineos através de genes mitocondriais (Citocromo
Oxidase e 16S) e nucleares (Elongation factor-lo, apterous, decapentaplegic e
wingless). Com base na filogenia obtida, foi discutida a evolucdo da alimentacdo a base

de polen, o cruzamento pupal e a gregariedade larval.

Hipoteses

Espera-se encontrar uma morfofuncionalidade diferenciada nas pernas
protoracicas quando comparadas as meso- e metatoracicas, associando a esta
caracteristica, padrdes diferenciados das sensilas presentes nos tarsos de Heliconius
erato phyllis. Ainda que os tarsos protoréacicos sejam fundamentais na selecdo da planta
hospedeira e subsequente oviposi¢do. E que o0s tarsos meso- e metatoracicos estejam

associados na detecgédo de sacarose.



De que a reducdo das pernas anteriores em relacdo as demais seja identificada no
estdgio de pupa, onde tais apéndices deverdo apresentar-se inicialmente de forma
semelhante aos demais.

Ainda, que a alometria estatica exista em ambos 0s sexo0s, e que seja mais
pronunciada nos machos, cujas pernas anteriores ndo tém hoje funcdo aparente, ao
contrério das fémeas, que apresentam tais apéndices associados ao processo de escolha
de local de oviposicdo. Entre as fémeas, quanto a comparacdo interespecifica, é
esperada uma maior variacdo, do que se comparando 0os machos entre si.

Finalmente, que, do ponto de vista filogenético, a alometria seja mais
pronunciada nas linhagens mais derivadas (Heliconius, Eueides, Neruda e Laparus), as
quais sdo tidas como mais seletivas quanto a planta hospedeira, do que nas basais
(Agraulis, Dione, Philaethria, Podotricha, Dryas e Dryadula), menos seletivas neste
aspecto. Ou seja, a maior reducdo em alguns tarsdbmeros das pernas protorécicas estaria

associada a espécies mais derivadas.

Objetivo geral
Caracterizar e quantificar a variacdo morfolégica geral, morfométrica e

ultraestrutural das pernas dos adultos de Heliconiini neotropicais.

Objetivos especificos

- Caracterizagdo ultraestrutural dos tarsos dos adultos e o mapeamento e
quantificacdo das sensilas tarsais de Heliconius erato phyllis;

- Testar a sensibilidade das pernas de H. erato phyllis a sacarose, bem como a

importancia destas na deteccdo do substrato de oviposigéo;



- Comparar a variacdo obtida entre 0s sexos, e entre 0s pares de pernas das
diversas espécies analisadas, com vistas a inferir a fungdo dessas estruturas frente a
selecdo da planta hospedeira e alimentagdo dos adultos;

- Identificar padrdes alométricos (estatico, ontogenético e/ou filogenético) para

estas estruturas, inferindo o mecanismo de evolugédo correspondente.
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