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REsumMoO

O reconhecimento de parentes € importante para a evolu¢cdo de comportamentos
como o altruismo e a cooperacdo. As lagartas recém-eclodidas de Heliconius
erato phyllis podem ser canibais e reconhecer ovos irméos, canibalizando
preferencialmente ndo-parentes quando ha a opcéo de canibalizar um ou outro. A
presente Dissertacdo compreende trés artigos relacionados, especificados a
seguir. O primeiro enfoque foi buscar responder se 0 reconhecimento de
parentesco observado nessa espécie (demonstrado em artigo publicado em 2011
pela autora) é compativel com o modelo de evolucéo por selecéo de parentesco,
o qual postula que o comportamento altruista teria vantagens sob determinadas
condi¢cdes. Foram feitas estimativas de custos e beneficios do comportamento
canibal (egoista) e ndo-canibal (altruista). Para isso, foram utilizados alguns
parametros da ontogenia, como peso e volume do ovo, duracdo de cada instar e
pupa, dias totais da eclosdo até a emergéncia do adulto, taxa de crescimento,
peso da pupa, area das asas, mortalidade de imaturos e sobrevivéncia sem
alimento. Também se verificou o nimero de irmaos que chegam a fase adulta de
canibais e ndo-canibais. Os resultados mostraram que houve diferencas
significantes para volume e peso do ovo (ovos de nédo-canibais foram menores do
que de canibais), e para duracdo do primeiro instar, duracdo do estagio pupal e
total de dias da eclosao até a fase adulta (canibais se desenvolveram mais rapido
do que nao-canibais). A mortalidade entre canibais e n&o-canibais nao diferiu,
mas a sobrevivéncia sem alimento dos canibais foi significativamente maior.
Assim, alguns parametros da ontogenia indicaram algumas vantagens do
comportamento canibal. No entanto, ndo-canibais deixaram aproximadamente o
dobro de irmdos que chegaram a fase adulta, sendo que irméos de canibais e de
nao-canibais tiveram um desenvolvimento igual. Duas modificacbes da regra de
Hamilton foram feitas, a partir das quais se pode concluir que o reconhecimento
de parentesco observado nessa espécie pode ter evoluido por selecdo de
parentesco. N&o-canibais tiveram o beneficio de deixar mais irmdos, mas

sofreram o custo de ter o desenvolvimento um pouco mais lento, embora esses



custos tenham se restringido aos estagios imaturos. A segunda abordagem deste
estudo, também uma consequéncia do trabalho de 2011, foi detectar onde esta o
sinal de reconhecimento no ovo, se no corion e/ou no embrido. Primeiramente,
foram realizados testes de canibalismo lagarta-ovo entre meio-irmaos onde o pai
era comum (ndo foi possivel produzir meio-irmaos quando a mae era comum
porque em Heliconius erato phyllis, a fémea é monandrica). A frequéncia de
canibalismo foi comparada com trabalho anterior ja referido, onde foi de 53% para
ovos irmdos e de 83% para nao-parentes. A frequéncia total de canibalismo
observada neste experimento (83,7%) néo diferiu da esperada para ndo-parentes,
mas diferiu da frequéncia de canibalismo esperada para irmaos, sugerindo que
lagartas meio-irmds ndo reconhecem 0s 0vos restantes como parentes. Este
resultado, por si so, reforca a ideia de que a informacéo sobre o parentesco esta
no corion do ovo. Realizaram-se também testes de canibalismo entre lagartas
para verificar se a informacado sobre o parentesco estaria na cuticula que recobre
as mesmas, ou em outras estruturas. Em testes de canibalismo entre lagartas de
primeiro instar, irmas e nao-parentes, a frequéncia de canibalismo nao diferiu
significativamente, logo neste primeiro teste ndo houve evidéncia de que a fonte
do reconhecimento estivesse na lagarta. JA em testes entre lagartas de diferentes
instares foi possivel categorizar diferentes comportamentos, os quais foram
denominados de indiferenca, fuga, hostilidade, ataque e canibalismo. Também
nao houve diferenca estatisticamente significativa entre lagartas irmas e néao-
iIrmas, para as categorias comportamentais analisadas. Esses resultados sugerem
gue o sinal avaliado para o reconhecimento de parentesco esta no corion do ovo
e nao na lagarta. O terceiro enfoque desse estudo foi fazer inferéncias sobre o
modo de heranca do reconhecimento de parentesco (e canibalismo) nesta
espécie, através de cruzamentos, entre canibais irmaos (r = 0,5) e ndo-parentes
(r = 0), e entre ndo-canibais irmaos e nao-parentes. A prole destes cruzamentos
foi analisada quanto ao comportamento canibal e ndo-canibal. A ontogenia das
lagartas canibais e nao-canibais resultantes dos cruzamentos, bem como dos
ovos restantes, foi acompanhada, a fim de verificar se existem diferengas no
desenvolvimento  entre  individuos com  diferentes  coeficientes de

endocruzamento. As variaveis analisadas foram peso e volume do ovo, duracéo



dos instares e pupa, tempo total da eclosdo até o adulto, taxa de crescimento,
peso da pupa, area das asas e mortalidade de imaturos. Independentemente do
comportamento parental, para F = 0,25, houve uma frequéncia elevada de nao-
canibais (> 70%). Ja para F = 0, a frequéncia de lagartas canibais foi alta (> 50%).
Houve diferencas estatisticamente significativas entre o grupo ndo-endocruzado e
endocruzado para peso da pupa e area das asas (endocruzados menores que
nao-endocruzados) e para mortalidade de imaturos (maior para endocruzados).
Os resultados sugerem que o reconhecimento de parentesco tem um forte
componente genético, enquanto que o canibalismo parece ser principalmente
devido a auséncia ou a poucos genes para reconhecimento, podendo ter
importante influéncia ambiental. Por outro lado, o endocruzamento produziu
efeitos no sentido de expressar a depressao pelo endocruzamento. Neste sentido,
embora o presente trabalho utilizasse diferentes variaveis, ele confirmou os
efeitos deletérios do endocruzamento, ja publicados em artigo anterior, com a

mesma especie.



ABSTRACT

Kin recognition is important for the evolution of behaviors such as altruism and
cooperation. Newly hatched caterpillars of Heliconius erato phyllis may be
cannibals and recognize sibling eggs, preferentially cannibalizing non-kin when
there is an option to cannibalize one or other. The present Dissertation comprises
three related articles, specified below. The first approach was to try answering
whether kin recognition observed in this species (demonstrated in an paper
published in 2011 by the author), is compatible with the model of evolution by kin
selection, which postulates that altruistic behavior is advantageous under given
conditions. Costs and benefits of cannibalistic (selfish) and non-cannibalistic
(altruist) behaviors were estimated. For this, a few parameters of ontogeny were
used, such as egg weight and volume, duration of each instar and pupa, total days
from hatching to adult emergence, growth rate, weight of the pupa, wings area,
mortality of immatures and survival under starvation. The number of siblings of
cannibals and non-cannibals that reach adulthood was also verified. The results
showed that there were significant differences for egg volume and weight (non-
cannibal eggs are smaller than cannibal ones), and for duration of the first instar
during the pupal stage, and total number of days from hatching to the adult stage
(cannibals develop faster than non-cannibals).There was no difference in mortality
between cannibals and non-cannibals, but cannibal survival without food was
significantly higher. Thus, a few parameters of ontogeny indicate a few
advantages of cannibal behavior. However, non-cannibals leave approximately
double the number of siblings that reach adulthood, and siblings of cannibals and
non-cannibals have the same development. Two modifications of Hamilton’s rule
were made, from which it can be concluded that kin recognition observed in this
species may have evolved by kin selection. Non-cannibals have the benefit of
leaving more siblings, but suffer the cost of developing slightly slower, although
these costs are limited to the immature stages. The second approach of this study,
also a consequence of the 2011 work, was to detect where the recognition signal

of the egg is, if in the chorion and/or in the embryo. First, cannibalism tests were



performed among half-siblings with the same father (it was not possible to produce
half-siblings with the same mother, because in Heliconius erato phyllis, the female
is monandric). The frequency of cannibalism was compared to the previous,
aforementioned work, where it was 53% for sibling eggs and 83% for non-kin. The
total frequency of cannibalism observed in this experiment (83.7%) is not different
from that expected for non-kin, but different from the frequency of cannibalism
expected for siblings, suggesting that half-sibling caterpillars do not recognize the
remaining eggs as kin. This result in itself supports the idea that information about
kinship is in the chorion of the egg. Cannibalism tests were also performed among
caterpillars to verify whether the information about kinship could be in the cuticle
that covers them, or in other structures. In cannibalism tests among first instar
caterpillars that are siblings and non-kin, the frequency of cannibalism was not
significantly different, thus, in this first test there was no evidence that the source
of recognition was in the caterpillar. On the other hand, in tests among caterpillars
from different instars, different behaviors could be categorized, and they were
called indifference, flight, hostility, attack and cannibalism. There was also no
statistically significant difference between sibling and non-sibling caterpillars, for
the behavior categories analyzed. These results suggest that the signal evaluated
for kin recognition is in the chorion of the egg, not in the caterpillar. The third
approach of this study was to make inferences about the mode of inheritance of
kin recognition (and cannibalism) in this species, by crosses, between sibling
(r = 0.5) and non-kin (r = 0) cannibals, and between sibling and non-kin non-
cannibals. The offspring of these crosses was analyzed regarding cannibal and
non-cannibal behavior. The ontogeny of cannibal and non-cannibal caterpillars
resulting from the crosses, as well as of the remaining eggs, was followed to find
whether there were differences in the development among individuals with
different coefficients of inbreeding. The variables analyzed were egg weight and
volume, duration of instars and pupa, total time from hatching to adulthood, growth
rate, weight of pupa, area of wings and immature mortality. Independently of the
parental behavior, for F = 0.25 there was a high frequency of non-cannibals
(> 70%). On the other hand, for F = 0, there was a high frequency of cannibal

caterpillars (> 50%). There were statistically significant differences among the non-

10



inbred and the inbred group for weight of the pupa and wing area (inbred smaller
than non-inbred), and for mortality of the immatures (greater for inbred). The
results suggest that kin recognition has a strong genetic component, while
cannibalism appears to be due mainly to the absence or to few genes for
recognition, and may have suffered major environmental influence. On the other
hand, inbreeding produced effects, in the sense of expressing inbreeding
depression. In this sense, although the present study used different variables, it
confirms the deleterious effects of inbreeding, already published in a previous

article on the same species.
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CapPiTuLO 1

Introducéo Geral

Reconhecimento de parentesco e selecdo de parentesco

O reconhecimento de parentesco, a capacidade de um individuo
reconhecer e preferencialmente se associar com individuos geneticamente
relacionados (Green et al., 2008), tem sido documentado em varias espécies de
animais (as referéncias mais recentes incluem Arnold, 2000; Faraji et al., 2000;
Mann et al., 2003; Giron e Strand, 2004; Sharp et al., 2005; Lizé et al., 2006;
Kruczek, 2007; Moore, 2007; Sherborne et al., 2007; Green et al., 2008; Patterson
et al., 2008; Schneider e Bilde, 2008; Dobler e Koélliker, 2010; Mehlis et al., 2010;
De Nardin e Araujo, 2011), em plantas (Dudley e File, 2007) e também em
micetozoarios (Mehdiabadi et al., 2006, 2008; Ostrowski et al., 2008).

Além da definicdo de reconhecimento de parentesco citada acima, existem
outras definicbes que, segundo Penn e Frommen (2010), podem ser classificadas
como descritivas, operacionais, mecanicas, além das baseadas no mecanismo
cognitivo, origem e/ou fungcédo adaptativa.

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar como os individuos
reconhecem seus parentes, e as classificacfes propostas para os mecanismos de
reconhecimento de parentesco variam dependendo de como os pesquisadores
definem o reconhecimento de parentesco (Penn e Frommen, 2010). De um modo
geral, o reconhecimento de parentesco pode ser direto, quando é baseado em
encontros com parentes, ou indireto, quando € baseado em outros contextos, tais
como localizacdo espacial (Waldman, 1988; Holmes, 2004; Buczkowski e
Silverman, 2005). O reconhecimento de parentesco direto pode ser mediado por
trés mecanismos: 1) aprendizado social (ou associagao anterior), 2) pareamento
pelo fendtipo (phenotype matching) e 3) reconhecimento de alelos, no que é
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denominado “efeito barba verde” (Dawkins, 1976; Blaustein, 1983). Somente 0s
dois dltimos mecanismos pelos quais um individuo reconhece (reconhecimento de
alelos) ou aprende marcas fenotipicas de parentes ou suas proprias marcas
(phenotype matching) permitem um verdadeiro reconhecimento ja que marcas
fenotipicas refletem um genotipo individual (Lizé et al., 2006).

Muitas espécies podem distinguir parentes de ndao-parentes, e ha
evidéncias que corroboram todos 0s mecanismos propostos. Além disso, os
varios tipos de mecanismos de reconhecimento de parentesco nao Ssao
mutuamente exclusivos, pois eles podem ser usados por diferentes individuos de
uma espécie, ou, eventualmente, eles podem mudar durante o desenvolvimento,
idade ou uma condicdo ou contexto individual (Mateo, 2004; Penn e Frommen,
2010).

O reconhecimento de parentesco exige que o “remetente” (sender) produza
marcas, ou sinais, que fornegcam informacdes sobre o parentesco (Penn e
Frommen, 2010). As marcas usadas para discriminar parentes de nao-parentes
podem ser visuais, auditivas ou olfatérias. O reconhecimento de parentes em
insetos sociais comumente conta com marcas olfatorias associadas a lipideos
epicuticulares (Breed e Benett, 1987). Marcas olfatérias podem ser adquiridas
exogenamente a partir do alimento, materiais do ninho, ou da rainha, mas elas
também podem ser herdaveis e produzidas endogenamente através de
transferéncia citoplasmatica de marcas maternas ou produzidas pelo préprio
individuo (Downs e Ratnieks, 1999). As marcas de parentesco devem ser
altamente variaveis entre individuos, e esta variabilidade das marcas deve ser
genética ou correlacionada com o parentesco, e também consistentes ou estaveis
no desenvolvimento de cada individuo. As marcas de reconhecimento de
parentesco podem funcionar especificamente para indicar parentesco, ou mais
provavelmente elas sdo produzidas incidentalmente, sem fungdo especial para
comunicar parentesco (Penn e Frommen, 2010).

O reconhecimento inicia com a deteccdo sensorial (ou percepcdo) das
marcas de reconhecimento pelos receptores (discriminadores). Usualmente,
somente um tipo de modalidade sensorial € estudada, embora uma combinacgéo

possa estar envolvida (processo multi-modal) (Penn e Frommen, 2010). Depois
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do reconhecimento, os receptores usam esta informacdo para tomar decisoes,
que sd&o mecanismos de processamento cognitivo ou outras informacdes que
controlam respostas comportamentais e outras (ou estocam a informacdo na
memoria). Decisdes adaptativas também integram informacé&o contextual sobre o
estado ou motivagéo interna dos receptores, e outras informacoes relevantes. A
importancia dos limiares de aceitacdo contexto-dependentes ndo deve ser
subestimada. As decisdes do receptor o capacitam a tomar a decisao apropriada,
que podem ser respostas fisiologicas, no desenvolvimento ou comportamentais,
que resultam no tratamento diferencial de parentes (Gamboa et al.,, 1991;
Sherman et al.,, 1997; Liebert e Starks, 2004; Penn e Frommen, 2010). No
entanto, como salientam os dois Ultimos autores, o reconhecimento néo
necessariamente leva a discriminacdo se, por exemplo, os custos percebidos
pesam mais do que os beneficios. A falta de discriminacdo comportamental deve
ser devida a falta de capacidade de reconhecimento (uma explicacdo mecanica)
ou falha em satisfazer a regra de Hamilton (uma explicacdo evolutiva) (Mateo,
2002).

Rousset e Roze (2007) propuseram que a evolucdo do reconhecimento de
parentesco poderia ser mediada por dois locos, um para identificacao e outro para
ajuda; eles fizeram simulagbes e examinaram como varias taxas de recombinacgéo
e dispersao (populacdo espacialmente dividida) afetam a manutencdo de
polimorfismos. Eles encontraram que na auséncia de mutacéo, a selecao elimina
os polimorfismos em muitos casos, extinguindo o reconhecimento de parentesco
e a ajuda devido aos beneficios para os marcadores comuns, como encontrado
por Crozier (1986). Porém, quando eles reduziram a dispersédo e recombinacao
entre os locos de identificacdo e de ajuda, os polimorfismos foram mantidos:
marcadores raros se beneficiam de maiores niveis de ajuda, como Grafen (1990)
sugeriu. Taxas de mutacdo crescentes ajudam a manter os polimorfismos em
ambos os locos. A adicdo de uma vantagem seletiva extrinseca para alelos raros,
tal como selecdo-dependente de frequéncia negativa de parasitas, efetivamente
mantém o reconhecimento de parentesco e a ajuda condicional (Gardner e West,
2007), como Crozier (1986) também sugeriu. Assim, espera-se que O
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reconhecimento de parentesco genético dirigindo o nepotismo seja encontrado
em espécies com baixa disperséo e recombinagdo (Penn e Frommen, 2010).

Embora existam estudos sobre a evolucdo do reconhecimento de
parentesco (Waldman, 1991; Pfennig et al., 1999), pouco € conhecido sobre as
consequéncias para a aptiddo da discriminacdo de parentesco (Blaustein et al.,
1991; Gamboa et al., 1991; Sherman et al., 1997; Pfennig et al., 1999).

O reconhecimento de parentesco € fundamental nas interacfes altruisticas,
nas quais o agente altruista sacrifica algo de sua aptidao individual para beneficiar
o receptor. De modo geral, o altruismo ndo pode evoluir sem que os individuos
interagindo sejam mais relacionados do que a média da populacdo (uma excecao
a isso é exemplificada pela evolucdo do altruismo reciproco — Trivers, 1971). A
regra de Hamilton determina que o altruismo é favorecido quando rb — ¢ > 0, onde
C € o custo na aptidao do altruista de uma acéo, b € o beneficio para o favorecido
pelo ato altruista, e r € 0 parentesco genético entre ambos (Hamilton, 1964). (O
parentesco genético é utilizado por estimar a proporcédo de genes compartilhados,
ou a probabilidade de alelos em um loco escolhido aleatoriamente, entre dois
individuos, serem compartilhados devido a descendéncia comum — coeficiente de
parentesco r de Sewall Wright - Penn e Frommen, 2010). A desigualdade de
Hamilton é extraordinariamente robusta, tendo sido re-derivada varias vezes sob
diferentes condicdes biolégicas (Herbers, 2009). A regra de Hamilton diz que o
altruismo tem maior probabilidade de se disseminar quando os beneficios para o
receptor sdo grandes, o custo para o agente é baixo, e 0s participantes sao
parentes. Assim, Hamilton desenvolveu o conceito de aptiddo inclusiva (inclusive
fitness), destacando que a aptiddo de um individuo pode ser dividida em dois
componentes: a aptidao direta, que resulta da reproducdo pessoal, e a aptidao
indireta, que resulta da reproducdo adicional dos parentes do altruista,
possibilitada pelas acdes deste. A aptidao inclusiva cresce quando os parentes
alcancam um sucesso acima e além do que teriam alcancado sem ajuda. A
selecdo natural que favorece a disseminacdo de alelos que aumentam o
componente indireto da aptiddo € chamada selecédo de parentesco (kin selection).
Assim, a teoria da selecdo de parentesco fornece uma estrutura para

compreender uma ampla faixa de interacbes sociais, incluindo o altruismo,
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cooperacao, agressao, egoismo e despeito (Griffin e West, 2002). O parentesco é
uma medida estatistica da similaridade genética e se refere especificamente aos
locos cooperativos em questao (Hamilton, 1964); entretanto, € provavel que o alto
parentesco de um loco mostre em média uma correlagéo positiva com parentesco
em outros locos através de todo o genoma (Buckling e Brockhurst, 2008).

A teoria da aptidao inclusiva representa um dos mais importantes avangos
em biologia evolutiva (Griffin e West, 2002). Porém, apesar de amplamente
aceita, ha recente discussdo sobre essa teoria (Nowak et al., 2010), onde é
discutida a importancia que ela teria tido na evolucdo da eussocialidade (mais
detalhes ver Discusséo Geral).

O reconhecimento de parentesco baseado nha genética pode ser
potencialmente util onde os animais ndo podem contar com familiaridade
individual, como por exemplo onde fendtipos morfologicos mudam
substancialmente com o tempo ou onde o0s irmaos provém de ninhadas diferentes
(Paterson e Hurst, 2009). Irmaos completos representam um importante grupo de
parentes para reconhecer porque: primeiro, eles compartiiham metade do seu
genoma e entdo os custos do endocruzamento e os beneficios do altruismo seréo
mais altos; e, segundo, eles frequentemente formam parte da mesma coorte de
parceiros potenciais ou de co-especificos competindo por recursos (Griffin et al.,
2004). Além disso, enquanto populacdes naturais podem incluir individuos com
varios graus de parentesco, qualquer mecanismo de reconhecimento de
parentesco que seja incapaz de distinguir irméos de individuos nao relacionados,
também sera incapaz de reconhecer parentes mais distantes (Paterson e Hurst,
2009).

A discriminacdo de parentes com base na genética tem sido encontrada
em diversos grupos de organismos marinhos coloniais (Crozier, 1986; Grosberg e
Quinn, 1986). Larvas da ascidia colonial Botryllus schlosseri distinguem parentes
de n&o-parentes com base em alelos compartiihados de um loco de
histocompatibilidade altamente polimérfico, conhecido por regular a fusdo entre
coldnias adultas (Grosberg e Quinn, 1986). Camundongos também contam com
genes de histocompatibilidade (MHC) para a cooperacao (Manning et al., 1992) e

para evitar o endocruzamento (Potts et al., 1991). Larvas canibais da salamandra

16



tigre Ambystoma tigrinum usam sinais olfatorios “parente-especificos” com base
genética para se alimentarem de ndo-parentes (r = 0), mas evitam comer parentes
proximos, diferenciando até mesmo primos, onde r = 1/8 (Pfennig et al., 1994).
Componentes genéticos de reconhecimento também tém sido encontrados em
artropodes, incluindo isépodes subsociais (Linsenmair, 1987), coccinelideos
canibais (Joseph et al., 1999), em abelhas eusociais (Greenberg, 1979; Moritz e
Hillesheim, 1990), formigas (Beye et al., 1998; Tsutsui et al., 2000) e cupins
(Adams, 1991). Contudo, componentes ambientais de reconhecimento de coldnia
tém sido evidenciados em muitas espécies sociais, incluindo formigas, vespas e
abelhas. Os ratos toupeira eusociais, Heterocephalus glaber, também usam
marcas ambientais para discriminar membros da col6nia daqueles das col6nias
vizinhas (O’Riain e Jarvis, 1997). Em humanos, a discriminagéo pode ocorrer com
base em caracteristicas culturais, que sdo puramente ambientais (Lehmann e
Perrin, 2002). Reconhecimento de parentesco também pode influenciar o
comportamento de gametas, a fase hapléide do ciclo de vida (interacdes
esperma-ovo e esperma-esperma) (Moore e Moore, 2002) e interacOes fetal-

placentarias (Haig, 1996; Summers e Crespi, 2005).

Canibalismo e evolugao

O canibalismo (predacéo intraespecifica) ocorre em uma ampla extensao
de organismos e € uma caracteristica comum em muitos ciclos de vida (Fox,
1975; Polis, 1981). A predacao intraespecifica pode significativamente afetar o
tamanho populacional e a estrutura etéria, e € frequentemente referida como um
mecanismo de regulacdo populacional (Via, 1999 e referéncias la citadas).
Oscilagdes nos numeros dos diferentes estagios de vida também podem ser
causadas pelo canibalismo (Stevens, 1989), assim como o canibalismo pode
alterar as relagbes competitivas tanto por eliminar competidores adicionais e por
prover ao canibal beneficios nutricionais (Fox, 1975; Via, 1999). Entre insetos

nao-carnivoros, os canibais usualmente sdo juvenis e frequentemente consomem
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ovos (Richardson et al., 2010). Esse comportamento pode ter se originado a partir
do consumo do cérion dos ovos pelos neonatos (1° instar) (Watanabe e
Yamaguchi, 1993; Barros-Belanda e Zucoloto, 2001, 2005). Canibais também
frequentemente consomem outros juvenis, geralmente de tamanho corporal
menor. O canibalismo é mais frequentemente atribuido a fatores densidade-
dependentes do que densidade-independentes. Porém, a probabilidade de
canibalizar também pode ser influenciada por fatores independentes da
densidade, incluindo condicbes ambientais abidticas como alta temperatura, baixa
umidade e precipitacdo, assincronia com a planta hospedeira (ex. quando
neonatos eclodem antes das plantas hospedeiras estarem disponiveis), pobre
qualidade nutricional da planta hospedeira (ou pouca disponibilidade de plantas
hospedeiras), assincronia no desenvolvimento dentro das populagdes,
disponibilidade de coespecificos vulneraveis (devido a doenca, parasitismo, injuria
ou muda) e uma predisposicdo genética ou fenotipica para canibalizar
(Richardson et al., 2010). O canibalismo na mariposa Mamestra brassicae pode
estar sob controle de um unico gene (Richter, 1986). Ja o canibalismo em
Diatraea grandiosella est4 sob controle genético aditivo (Tarpley et al., 1993). O
canibalismo em insetos néo carnivoros € taxonomicamente difundido, tendo sido
documentado em espécies filogeneticamente ancestrais e derivadas (Richardson
et al., 2010).

O canibalismo pode conferir beneficios diretos para a aptiddo, na forma de
sobrevivéncia, taxa de desenvolvimento, ou fecundidade aumentadas (Fox, 1975;
Duelli, 1981; Joyner e Gould, 1985; Via, 1999; Zago-Braga e Zucoloto, 2004).
Zago-Braga e Zucoloto (2004), por exemplo, em estudo realizado com Ascia
monuste (Lepidoptera; Pieridae), constataram que o canibalismo ocorrendo no
inicio do desenvolvimento (bem como a ingestdo de corion — Barros-Belanda e
Zucoloto, 2001) reduz o tempo de desenvolvimento nesta espécie. Duelli (1981),
em estudo realizado com Chrysopa carnea (Neuroptera; Chrysopidae) utilizou trés
fatores (tempo de desenvolvimento, sobrevivéncia larval e fecundidade) para
estimar um indice relativo de potencial reprodutivo de popula¢des canibais e nao-
canibais. Ele observou que o canibalismo aumentou a capacidade reprodutiva das

populacdes teste, na situacdo em que alimento com menos de 1,6 mg (10% do
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peso corporal de uma larva de terceiro instar) era oferecido por dia por larva.
Outros beneficios incluem a remocédo de competidores potenciais (Fox, 1975;
Polis, 1981; Kakimoto et al.,, 2003), a reducdo na probabilidade de atrair
predadores (Chapman et al., 2000) e a colonizagdo de novos ambientes que
poderia ser facilitada por taxas de canibalismo aumentadas (Via, 1999). Um
beneficio adicional do canibalismo diz respeito a aptiddo inclusiva, onde o
individuo canibal pode aumentar a sobrevivéncia e reproducédo de individuos
relacionados por eliminar individuos competidores ndo relacionados. A teoria da
aptidao inclusiva prevé que canibais que podem reconhecer parentes e evitar
comé-los devem ter vantagem sobre individuos que ndo tém essa capacidade.
Em esséncia, evitar o canibalismo de parentes € uma forma de nepotismo, e
qualquer gene que codifique este comportamento deveria difundir-se porque ele
promove a sobrevivéncia de copias dele mesmo (Pfennig, 1997).

Os beneficios da predacdo intraespecifica devem ser pesados contra trés
custos claros (Williams e Hernandez, 2006). Primeiro, os canibais tém risco de
morte ou injuria a partir das respostas defensivas dos coespecificos. Segundo, o
canibalismo pode reduzir a aptidao inclusiva através do consumo de um parente.
Terceiro, canibais podem ter maior risco de transmissdo de doengas e parasitas
hospedeiro-especificos. Além disso, o canibalismo, em alguns casos, pode
resultar em custos mesmo ao longo do desenvolvimento. Em Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera, Noctuidae), canibais tém uma taxa de desenvolvimento
mais lenta, menor sobrevivéncia e menor tamanho corporal quando comparados a
nao-canibais (Chapman et al., 1999; Chapman et al., 2000).

O beneficio nutricional do canibalismo ndo precisa ser grande para o
mesmo evoluir: mesmo uma pequena diminuicdo no tempo de desenvolvimento
do canibal em uma espécie com sobreposicdo de geracdes pode fornecer
vantagem seletiva suficiente para causar a disseminacdo do canibalismo, mesmo
de irméos-completos (Eickwort, 1973; Via, 1999).

Espécies canibais séo ideais para testar hipéteses para o reconhecimento
de parentesco, porque a discriminacdo de parentes pode ser particularmente bem
desenvolvida nessas espécies (Pfennig et al., 1999). H& varios trabalhos

relatando sobre espécies canibais que identificam e evitam comer parentes, como
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peixes poecilideos (Loekle et al., 1982), o peixe Pimephales promelas (Green et
al.,, 2008), o pica-pau Melanerpes formicivorus (Mumme et al., 1983),
salamandras da espécie Ambystoma tigrinum (Pfennig et al., 1994), girinos de
Scaphiopus bombifrons (Pfennig et al., 1993), muitas espécies de roedores
(Elwood, 1992), o tatuzinho do deserto Hemilepistus reaumuri (Linsenmair, 1987),
o anfipode Apherusa jurinei (Patterson et al., 2008), bem como os &caros
Phytoseiulus persimilis e P. macropilis (Schausberger e Croft, 2001).

Quanto ao canibalismo em insetos, ha estudos que encontraram evidéncia
para discriminacdo baseada no parentesco em Gerris thoracicus, G. swakopensis
e Limnoporus refoscutellatus (Heteroptera) (Nummelin, 1989), Labidomera
clivicollis (Coleoptera) (Dickinson, 1992), Adalia bipunctata (Coleoptera)
(Agarwala e Dixon, 1993), Harmonia axyridis (Coleoptera) (Joseph et al., 1999) e
Heliconius erato phyllis (Lepidoptera) (De Nardin e Araujo, 2011). Entretanto,
outros estudos nao encontraram evidéncias para discriminagéo de parentesco em
Harmonia axyridis (Coleoptera) (Osawa, 1989), Arctocorisa carinata e Callicorixa
producta (Hemiptera) (Pajunen e Pajunen, 1991), Aquarius remigis e Limnoporus
dissortis (Heteroptera) (Carcamo e Spence, 1994), Utheteisa ornatrix
(Lepidoptera) (Hare e Eisner, 1995) e Trichoprosopon digitatum e Toxorhynchites
moctezuma (Diptera) (Sherratt et al., 1999). Em Plagiodera versicolora
(Coleoptera) também néo foi encontrada correlacdo entre canibalismo e
parentesco (Goff e Stevens, 1995).

No caso particular de Lepidoptera, muitas lagartas sao canibais que
ingerem ovos, lagartas e algumas vezes pupas, o0 que foi evidenciado por varios
pesquisadores (Brower, 1961; Schweitzer, 1979; Joyner e Gould, 1985; Tarpley et
al., 1993; Hare e Eisner, 1995; Pierce, 1995; Reed et al., 1996; Boots, 1998;
Chapman et al., 1999; Sigsgaard et al., 2002), particularmente no Brasil, por
Barros-Bellanda e Zucoloto (2001, 2005) e Zago-Braga e Zucoloto (2004).
Entretanto, a maioria desses trabalhos ndo tratam do reconhecimento de
parentes, apenas relatam o canibalismo. No entanto, o trabalho de De Nardin e
Araujo (2011) mostrou que as lagartas recém-eclodidas de Heliconius erato phyllis

reconhecem parentes biolégicos, de tal maneira que a frequéncia de canibalismo
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nestes é significantemente inferior a frequéncia de canibalismo entre individuos

nao-parentes.

O género Heliconius e o canibalismo na filogenia dos heliconineos

O género Heliconius, com aproximadamente 40 espécies (Reed et al.,
2011), juntamente com 0s géneros proximamente relacionados Laparus, Eueides
e Neruda, € um dos grupos mais conhecidos de borboletas neotropicais, e tem
sido importante em estudos de processos evolutivos (Beltran et al., 2007). O
género Heliconius tem sido intensamente estudado nos ultimos anos sob varios
aspectos; cito apenas a titulo de exemplo: evolugéo e desenvolvimento (Joron et
al., 2006; Ferguson e Jiggins, 2009), gendmica (Papanicolaou, 2008; Counterman
et al., 2010), selecdo natural e sexual e o possivel conflito entre ambas na
evolucdo de alguns fenotipos (Estrada e Jiggins, 2008; Cardoso et al., 2009; Klein
e Araujo, 2010), mimetismo e conservacao de populacdes naturais (Giraldo et al.,
2008; Moura et al., 2011), morfometria tradicional e geométrica (Borges et al.,
2010; Jorge et al, 2011), comportamento (De Nardin e Araugjo, 2011),
biogeografia evolutiva (Cardoso, 2010), especiacao (Jiggins et al., 2008). Embora
esta seja uma amostra pequena da literatura disponivel sobre Heliconius, é
possivel notar que este género tem se tornado um modelo de organismo para
diferentes enfoques. A semelhanca de Drosophila, o género Heliconius é de facil
criagdo e os individuos podem viver varios meses, 0 que o torna altamente
recomendavel para trabalhos experimentais.

Heliconius erato (Linnaeus, 1758) € uma borboleta de cores vivas, com
padrdes de cor variaveis e que esta distribuida do México a América Central e do
Sul. E adaptada a altitudes que variam do nivel do mar a 1600 m e é
frequentemente encontrada voando em pastagens abertas em florestas

perturbadas e de crescimento secundario (DeVries, 1987).
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Heliconius erato phyllis (Lepidoptera; Nymphalidae) (Figura 1) € uma
subespécie amplamente estudada que habita principalmente o sul, sudeste e
leste do Brasil. Os adultos tém baixa dispersdo, reanem-se em dormitérios
comunais ao anoitecer, mantendo o local de repouso por meses, e os individuos
jovens aprendem com os mais velhos a localizacao das flores para alimentagéo e
locais de repouso (Santos e Araujo, 1991); além disso, had sobreposicdo de
geracoes. As fémeas desta espécie examinam a planta antes de ovipositarem, e
depositam os ovos individualmente. Um dos motivos para esses cuidados é
detectar a presenca de outros ovos na mesma planta, pois as lagartas sao
canibais e podem canibalizar ovos ainda n&o eclodidos.

Figura 1 - Heliconius erato phyllis. A: ovo (aproximadamente 1,5 mm de

altura e 0,9 mm de didmetro); B: lagarta de 5°inst ar; C: adulto.

Entre os heliconineos, ha lagartas gregarias (quando no minimo ha dez
ovos ou larvas juntos), solitarias e aquelas que geralmente colocam ovos
solitarios mas ocasionalmente colocam alguns poucos ovos juntos. Entre as
solitarias estdo Heliconius melpomene, H. cydno, H. heurippa, H. pachinus, H.
timareta, H. numata, H. ismenius, H. elevatus, H. pardalinus, H. hecale, H. atthis,
H. erato, H. hermathena, H. himera, H. clysonimus, H. telesiphe, H. hortense,
Eueides lampeto, E. procula, E. lineata, E. isabella, E. heliconoides, E. aliphera, E.
lybia, E. tales, Dryas iulia, Dryadula phaetusa, Podotricha telesiphe, Philaetria
dido, Philaetria diatonica, Dione glycera e Agraulis vanillae. O grupo de espécies
com lagartas gregarias inclui Neruda aoede, N. metharme, Heliconius burneyi, H.
wallacei, H. egeria, H. hecuba, H. hierax, H. xanthocles, H. eleuchia, H. congener,
H. sapho, H. hewitsoni, H. sara, H. leucadia, H. antiochus, H. ricini, Eueides vibilia,
E. pavana, Dione juno, D. moneta e Laparus doris. J& entre as solitarias que
ocasionalmente colocam ovos juntos estdo Heliconius besckei, H. ethilla, H.
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nattereri, H. hecalesia, H. demeter, H. charitonia e H. peruvianus (Beltran et al.,
2007). O comportamento gregario das lagartas evoluiu pelo menos trés vezes a
partir de um ancestral solitario (Beltran et al., 2007). Apesar de muitas espécies
serem solitarias, o canibalismo so foi relatado em Heliconius erato e Dryas iulia
(Brown e Mielke, 1972 e DeVries, 1987). Nas espécies gregarias, ou solitarias

mas tolerantes, ndo ha relato de canibalismo.
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Objetivos

Avaliar aspectos relativos ao reconhecimento de parentesco e canibalismo
em Heliconius erato phyllis e suas consequéncias em termos adaptativos, dentre

eles os seguintes:

1. Acompanhar o desenvolvimento de lagartas canibais e ndo-canibais de
Heliconius erato phyllis, para avaliar os custos e os beneficios do comportamento
altruista de nao canibalizar, a fim de inferir se o reconhecimento de parentesco

nesta espécie evoluiu por selecao de parentesco (Capitulo 2).

2. Detectar onde estd o sinal de reconhecimento no ovo. Pretende-se
verificar se o sinal de reconhecimento estad no coérion do ovo ou no embrido
(Capitulo 3).

3. Realizar cruzamentos, em viveiros, entre canibais irméos (r = 0,5) e ndo-
parentes (r = 0), e entre nao-canibais irmaos e ndo-parentes. A prole destes
cruzamentos sera analisada quanto ao comportamento canibal e ndo-canibal, na
tentativa de encontrar associacado entre comportamento e/ou reconhecimento de

parentesco e a heranca (Capitulo 4).
4. Analisar a prole dos cruzamentos mencionados no item anterior, quanto

aos efeitos do endocruzamento na mortalidade geral e em variaveis do

desenvolvimento (Capitulo 4).
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CaPiTULO 2

Costs and benefits of cannibalistic and non-canniba listic caterpillars and
their correlates with kin selection in a butterfly

(Artigo submetido)

Redigido segundo as normas da revista Behavioral Ecology.

As tabelas e a figura estéo junto ao texto, e ndo nas ultimas paginas, como seria 0

formato para submisséo, para facilitar a leitura do artigo.
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Costs and benefits of cannibalistic and non-canniba listic caterpillars and

their correlates with kin selection in a butterfly

Abstract

Newly hatched caterpillars of Heliconius erato phyllis may be either cannibals or
non-cannibals. A previous study showed that first instar caterpillars distinguish
eggs that are their siblings, from non-sibling eggs, preferentially cannibalizing the
non-siblings. The purpose of this study was to evaluate differences in the
ontogenetic development of cannibal and non-cannibal caterpillars of H. erato
phyllis, and to verify the number of siblings that reach adulthood, left by each of
these groups, as a way of estimating costs/benefits of cannibalistic/non-
cannibalistic behavior. Our framework is the kin selection theory, where non-
cannibalistic behavior is altruistic. Eggs were weighed and the volume of each one
estimated, from females collected in nature. Cannibalism tests were performed,
where, on an equilateral triangle of green stiff paper, 0.5 cm on each side, an egg
was placed on each vertex, all of them siblings. After the caterpillar emerged, the
cannibalistic/non-cannibalistic behavior towards the remaining eggs was
examined. The variables analyzed were egg weight and volume, total number of
days from hatching to adulthood, growth rate, weight of the pupa, size of the
wings, mortality of immatures and survival of immatures under starvation. There

were significant differences for egg volume and weight (cannibal > non-cannibal),

27



46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

and for duration of the first instar and the pupa (cannibal < non-cannibal). Mortality
among cannibals and non-cannibals was not different, but survival of cannibals
under conditions of starvation was significantly greater. Non-cannibals leave
approximately double the number of siblings to reach adulthood, and siblings of
cannibals and non-cannibals develop in the same way. Two modifications were
made in Hamilton’s rule, based on which it can be concluded that kin recognition
observed in this species may have evolved by kin selection. Non-cannibals have
the benefit of leaving more siblings, but suffer the cost of slightly slower

development, although these costs are limited to the immature stages.

Key-words: cannibalism, Hamilton’s rule, kin recognition, Heliconius, Lepidoptera.

Lay Summary

Cannibalism is a widespread behavior among animals, particularly insects. A
special case in point is the neotropical butterfly Heliconius erato phyllis, whose
young caterpillars can cannibalize eggs. It is, however, interesting that some
caterpillars can recognize their kin and avoid eating siblings. There is a big
difference between the frequency of caterpillar-egg cannibalism between siblings
and non-related ones. This study went a bit further and attempted to estimate the

costs and benefits of cannibalizing a sibling or non-relative, and to find evidence of
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the evolutionary significance of both behaviors, to cannibalize or not (in other
words being a selfish or an altruist caterpillar). For this investigation we studied
many characteristics of the life cycle of that butterfly, from egg hatching to
pupation and imagoes. Our results indicate that both behaviors can be favored by
natural selection and that as a consequence, they can continue to exist in natural
populations. Finally, Heliconius is one of the most studied butterflies, with many
species, being responsible for the elucidation of the genetics and evolution of

mimicry, and other important subjects of evolutionary biology.

Introduction

Cannibalism is a very common behavior in several species, and it consists
in eating all or part of a cospecific (Fox 1975; Elgar and Crespi 1992). A
consequence of cannibalism is that sometimes an individual has to choose
between cannibalizing kin or non-kin (Pfennig 1997). Many papers report on
cannibal species where individuals can identify and avoid eating kin (Loekle et al.
1982; Linsenmair 1987; Elwood 1992; Pfennig et al. 1993; Pfennig et al. 1994,
Shausberger and Croft 2001; Green et al. 2008; Patterson et al. 2008;).

In insects, there are several reports which have found evidence for
recognition based on kinship (Nummelin 1989; Dickinson 1992; Agarwala and
Dixon 1993; Joseph et al. 1999; De Nardin e Aradjo 2011). However, there are

other studies where no evidence of kin recognition is reported; Osawa (1989), for
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instance, utilized the same species as Agarwala and Dixon (1993), but with
different conclusions. No recognition was also reported by Pajunen and Pajunen
(1991), Goff and Stevens (1995), Hare and Eisner (1995) e Sherratt et al. (1999).

Cannibal species are ideal to test for kin recognition, because the
recognition mechanisms can be especially well developed (Pfennig et al. 1999).
There are two possible explanations for the evolution of kin recognition: the classic
theory of kin selection (Hamilton 1964) and the theory of inbreeding avoidance
(Bateson 1978). A cannibal that is able to recognize a relative can act for its own
genetic benefit because it shares genes with the relative and they can both
propagate them, including recognition genes; alternatively, the recognition of kin
can be the basis for negative assortative mating, avoiding the loss of fitness
through inbreeding.

Altruism is the possible outcome of kin selection given that the inequality
rb — ¢ > 0 is satisfied, where r is the coefficient of relationship between altruist and
receptor, b is the amount of benefit to the fithess of the receptor and c is a
corresponding cost in fitness for the altruist (Hamilton 1964). If this is true, altruists
have an indirect benefit due to the reproduction of relatives which can be added to
their own reproduction (inclusive fitness).

For many organisms costs and benefits can be estimated, so that
Hamilton’s rule can be applied. The theory of inclusive fitness predicts that
cannibals that recognize relatives and do not cannibalize them should be favored
as compared to individuals that are not able to do so. Their behavior is altruistic

and any gene responsible for such behavior, which promotes more copies of itself,
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should increase in frequency at the expense of those individuals that are not able
to recognize them (Pfennig 1997).

Cannibalism may confer direct benefits for fithess as increasing survival
and/or fecundity, and decreasing total development time (Fox 1975; Duelli 1981;
Joyner and Gould 1985; Via 1999; Barros-Belanda and Zucoloto 2001; Zago-
Braga and Zucolotto 2004). Other benefits include the removal of potential
competitors (Fox 1975; Polis 1981; Kakimoto et al. 2003), lessening the probability
of attracting predators (Chapman et al. 2000) and the colonization of new
environments which could be facilitated by increasing rates of cannibalism (Via
1999). Another benefit of cannibalism, in the case of kin recognition, is that a
cannibal could enhance the survival and reproduction of related individuals by
eliminating non-related competitors, thereby increasing its inclusive fitness.

However the benefits of cannibalism could be reduced by taking into
account three additional costs (Williams and Hernandez 2006): 1. cannibals are at
risk of death or injury depending on the defensive responses of cospecifics; 2.
cannibals may eventually reduce their inclusive fitness by consuming a relative; 3.
cannibals could increase the risk of transmission of diseases and host-specific
parasites.

Females of the butterfly Heliconius erato phyllis (Lepidoptera; Nymphalidae)
inspect the hostplant before oviposition and lay eggs individually. The reason for
such behavior is to detect other eggs or immatures in the same plant, since
caterpillars are cannibals. De Nardin and Araujo (2011) showed that first instar
caterpillars are able to recognize sibling eggs; the frequency of sib cannibalism

was 34% when a caterpillar had the choice between cannibalizing a sibling or a
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non-kin. When confronted with only sibling eggs the frequency of cannibalism was
approximately 50%, which is significantly lower than the frequency of cannibalism
of only non-kin eggs (= 80%).

Given that kin recognition was shown, the objective of the present work was
to estimate costs and benefits of cannibal behavior (selfish) and non-cannibal
behavior (altruist). These estimates were used to test Hamilton’s rule and to infer

whether kin recognition could have evolved through kin selection.

Material and Methods

Keeping stocks of females

Females were collected in five populations around the city of Porto Alegre,
capital of the State of Rio Grande do Sul, Brazil (30°04'31”S; 51°07'00”W). Two of
these populations were approximately 1 km distant separated by the buildings of
the University, and the remaining were at least 25 km distant from each other, so
all females could be assumed to be non-relatives. A total of 12 females were
caught and they were the primary source of the eggs used in the cannibalism
tests. Details of the procedures used to collecting eggs and rearing immatures can

be found in De Nardin and Araujo (2011).
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Parameters of ontogeny and estimates of costs and benefits of altruists (non-

cannibals)

To estimate costs of non-cannibals, some variables of the ontogenetic
development such as survival and adult size (see below) were compared between
non-cannibals and cannibals. As for estimates of their benefits, we compared the
number of siblings of both cannibals and non-cannibals that reached the adult
stage.

Eggs were weighed in an analytic balance (BOSCH-Wagesysteme GmbH
D-72417; accuracy of 0.0001 g). Each egg was weighed three times in
succession, and their average used in all subsequent tests. Egg volume was

estimated by the expression of the spheroid volume (Rashidi et al. 2008):

LD?

Vspheroid:n' 6

where L is the length from the base to the apex of the egg, and D is the diameter
of the egg (we used the largest value of the diameter). These measurements were
done under a binocular stereoscopic microscope (Nikon, model SMZ645).
Cannibalism/non-cannibalism tests were performed according to the
protocol of De Nardin and Araujo (2011). For each test, where sibling eggs were
put in the vertices of an equilateral triangle (Figure 1), only eggs from a single
female were used, to ensure that they were full sibs (females of Heliconius erato
phyllis are monandric - Drummond Ill 1984). Each test lasted 45 minutes.
Afterwards a cannibal or non-cannibal caterpillar was identified by a number and

by the code C or NC, respectively. In both situations there remained at least one
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egg, which was identified as CC (cannibal control; when two eggs were
cannibalized, no control remained) or NCC (non-cannibal control, comprising the
two remaining eggs of a non-cannibal caterpillar).

A A

NCC

NC

A

Figure 1 — Experimental design of this study. A) Three sibling eggs were
arranged on the vertices of an equilateral triangle (made of green light cardboard,
with a 0.5 cm side). B) A non-cannibal caterpillar (NC) and the altruists’ siblings
(NCC). C) A cannibal caterpillar (C) and the sibling of a selfish individual (CC).

Egg marked with “X” means cannibalized.

Caterpillars were reared in translucid, plastic pots (8.5 cm height x 7.5 cm
diameter), with a white cap. To keep a certain degree of moisture, a piece of paper
towel was placed at the bottom of the pot. All caterpillars were maintained at 25 T
+ 1 € of temperature with a 12h light/12h dark pho tophase; they were fed daily
with plenty of Passiflora suberosa. All development was followed with some
variables being estimated in order to compare cannibal and non-cannibal
caterpillars: egg weight and volume, duration of each instar, pupal weight, adult
size (measured by the area of forewings and hindwings), the total growth rate (R)
and mortality from hatching until adult emergence. We also estimated the time
expended under starvation, until death, for first instar caterpillars.

Pupae were weighed after 24h of pupation and the growth rate (R)

calculated by the expression given in Smiley (1978); the denominator means the
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number of days after egg hatching until pupation. Wing area was calculated by the

software ImageJ 1.37v. (Wayne Rasband NIH, USA, http://rsb.info.nih.gowv/ij).

1
pupal weight)s 1
egg weight

R=
days
5

Soon after hatching, some caterpillars, in the tests to detect cannibalism,
were separated and isolated to test resistance to starvation (both cannibals and
non-cannibals). They were put in plastic vials without leaves of the hostplant, to
estimate how long they could survive. Whenever death occurred between 0 h and
6 a.m. the time of death was conventionally stipulated as 3 a.m.

Statistical analysis was done using software SPSS v.15.0 for all parametric
variables; both one-way and two-way analysis of variance were performed, after
appropriate statistical transformations. Our first approach was to use two-way
analysis of variance considering behavior (cannibal x non-cannibal) and the
locality from where female butterflies came. Although there were significant
differences between localities, but no behavior x locality interaction we decided to
use only one-way analysis of variance considering cannibal and non-cannibal
behavior; in addition, the sample sizes for some localities were too small to obtain
reliable results. Furthermore, although it is known that cannibalism can be
environmentally dependent, this was not our main question. To test for sexual
differences for cannibalism/non-cannibalism, we did a two-way analysis of
variance for the same variables as before; however, the results were non-
significant. For some variables, such as the number of dead immatures, cannibal

and non-cannibal were compared by a G test with Williams correction (Sokal and
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Rohlf 1995) by using software BioEstat 5.0 (http://www.mamiraua.org.br/
download/).

As for the estimates of the benefits of an altruist, the number of its siblings
(two for each test) which reached adulthood was compared with the survival to
adulthood of the only sibling of a cannibal (it should be reminded that in those
instances of cannibalism, there generally remained one sibling — sometimes
none). To test for the differences, a goodness of fit G-test with Williams correction
was used. The two control groups, CC and NCC, were independently compared
for the same variables of cannibals and non-cannibals. This was done to answer
the following question: do they have the same capacity to reach adulthood?

Since in the beginning of the analysis it seemed that non-cannibals had
lower values for egg weight and volume, we decided to compare both variables
along the life span of the females in an insectary. The questions were: are eggs
laid in the first half bigger/smaller than in the second half? Is there any relationship
between the age of a female and the weight-volume of the eggs it lays? It should
be reminded that Heliconius butterflies can live for months, laying three eggs daily
in average, so the questions seemed relevant.

An interesting question raised during the analysis above was: is the size of
the egg whose caterpillar became cannibal of the same magnitude as those from
the cannibalized egg and the remaining egg (CC)? The same question was asked
about the size of non-cannibal egg and controls (NCC). Non-hatched eggs were

not included in the analysis, only those eggs that gave origin to an adult.

Applications of Hamilton’s Rule
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The application of Hamilton’s rule followed two approaches: in the first we
adapted the inequality proposed by Brown (1975) to estimate the fitness of the

altruist. Altruistic (non-cannibal) behavior would be favored by selection if:

L I'xa

G ['xs
>

where G = the number of full siblings of an altruist which reached adulthood due to
the altruistic act (non-cannibalize); L = number of full siblings of a selfish caterpillar
(cannibal) reaching adulthood; ry, = probability that a sibling of an altruist carries
an altruistic gene that is identical by descent; rys = probability that a sibling of a
selfish individual carries a specified gene that is identical by descent. We added a
second term in the right side of this inequality, taking into account the survival

probability of siblings of non-cannibals and cannibals (NCC and CC, respectively):

G.SH>
L A rIxa

where A is the survival probability of an altruist’s sibling until adulthood and S is
the survival probability of the sibling of a selfish individual until adulthood. The
probability of survival was estimated by the multiplication of the frequency of
survival for each instar and the pupal stage.

The second approach was taken from Eickwort (1973), who established the
condition for cannibalism to be maintained in the population: if p / p’ < 2, then

cannibalism prevails, where p is the survival probability to reach the adult stage for
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altruists (non-cannibals) and p’ is the corresponding probability for selfish

individuals (cannibals).

Results

Parameters of ontogeny and estimates of costs and benefits of altruists (non-

cannibals)

Table 1 shows all estimates for the elements of ontogeny (means +
standard deviation) for cannibals and non-cannibals (a), and respective controls
(b); below each column is the probability of rejecting the null hypothesis in a one-
way ANOVA (the possibility of using a multivariate analysis of variance was
excluded due to the strict dependence of each instar/stage from the previous).
Right and left wing area were correlated (forewing: r = 0.982; P < 0.01; hindwing:

r=0.977, P <0.01); we showed only the value for the right forewing.

Table 1 — Summary statistics (mean + s.d.) for the twelve variables used in this
study, by experimental group (a - Cannibal, Non-Cannibal; b - Cannibal Control
and Non-Cannibal Control). The values are in the original units, but the ANOVA
was always with transformed units. The rows starting with P show the results for

accepting or rejecting the respective null hypotheses.
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me)’ (mg)' L1 12 13 14 (5 Pupa aduthcod (R} (@ 0o

06259 06299 335 205 219 265 409 856 22 88 09389 03829 462.00
+

CAMNIBAL i t * * + + k. t x + x 5 59

00720 00814 108 D062 067 061 135 118 291 01541 DOS15 5531

a 05936 05845 381 220 237 291 418 932 2470 08881 03871 44753
+ + + + 53

o
MOM-CANNIBAL + + + + + + + +
6

00681 00676 107 066 097 078 093 157 345 01242 00462 5154

P 0.007 0.003 0.011 0293 0504 0118 0399 0.003 0.001 0.069 0.702 0334 _
06261 06340 334 221 218 276 421 8549 2323 09000 03882 461.86
ggr:ﬁ'l}ggt * * * * + + + + + + + + 38
00554 00682 105 O0B7 061 075 098 1.19 2.59 0.1256 0.0548 51.72
b DE256 06041 334 231 232 283 444 881 2469 0.8987 038978 46827

MON-CANNIBAL
CONTROL

+ + + + + + + + + + + + B3

00510 00577 106 09 078 083 105 118 266 01321 00558 53.08

P 0.978 0.026 0952% 0691 0581 0305 0245 0164 0.300 08259 0.429 0.591

; Cubic root transformation
. Logarithmic base 10 transformation
© Square root transformation

There are several important points to comment concerning Table 1: at the
beginning and at the end of their life cycles, cannibals and non-cannibals differ
(egg volume and weight, and length of first instar and pupa and length of
development from hatching until adult life). As the eggs of cannibals are larger
than those of non-cannibals, one could ask whether smaller eggs are intrinsically
destined to be altruists. We are planning to do experiments to answer this
question. The difference between cannibals and non-cannibals as to the length of
the first instar is expected, since the former gain an extra meal. These differences
still persist in the following instars, although they are not significant. This pattern is
maintained during the pupal stage, which is faster in cannibals and in the total
length of development from hatching to adulthood. The growth rate (R), a
composite variable, does not seem to be affected, although the probability of
accepting the null hypothesis was close to rejection. In short, cannibals have a

faster development than non-cannibals (altruists); actually, from this perspective,
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developmental time is a cost for non-cannibals. It is noticeable that no significant
differences were observed for the respective controls (Table 1b), even when
mortality during development was estimated (this comparison was also made for
cannibals and non-cannibals and will be referred to below).

As to mortality during development, there was no difference between
cannibals (N = 70, deaths = 11) and non-cannibals (N = 65, deaths = 12) (G-test
with Williams correction = 0.1759; d.f. = 1; P = 0.6749). Survival tests in a hunger
regime for the 1st instar caterpillars indicate a greater survival of cannibals
(44 h £ 9; N = 40) than of non-cannibals (39 h £ 9; N = 40) (ANOVA: P = 0.023).
However, the weight and volume of cannibal and non-cannibal caterpillar eggs are
not correlated to survival without food. The non-cannibals appear to have costs
during ontogeny, mainly at the beginning of development, since 1st instar
caterpillars developed faster, and in a starvation regime they survive longer. After
all, an individual that stops cannibalizing may suffer the costs of renouncing a
meal. A difference was observed in the pupal stage, with cannibals also
developing faster. However, over the long term, the non-cannibals do not appear
to suffer costs, since the growth rate, weight of the pupa and size of adults are not
different from those found for cannibals.

The benefits of the altruists (non-cannibals) were estimated by comparing
the number of siblings that reached adulthood among selfish individuals and
altruists. Thus, since the expected ratio of the number of altruists’ siblings to
selfish individuals is 2:1, the number of individuals of the CC group was added to
those of the NCC group (Table 1b), making up a total of 102, and this value was

then distributed with a 2:1 ratio, equivalent to 68:34. This proportion is not different
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from the observed one, 63:39 (G test with Williams correction = 1.0734; P =
0.3002), i.e., non-cannibals leave approximately double the number of siblings
than cannibals.

The development of individuals in the cannibal control and non-cannibal
control groups was followed (Table 1b), and it can be seen that they are not
different for any of the variables analyzed, i.e., siblings of selfish individuals are
not different from those of altruists, and they apparently have the same potential to
reach the reproductive phase. The only exception, which might be irrelevant, is the
difference between egg weight for CC and NCC groups. We have no reason to
suspect that, been correlated egg volume and weight for both groups (see below),
that difference express a true biological problem. As to mortality during
development, there is no difference between the cannibal control (N = 46,
deaths = 7) and non-cannibal control (N = 79, deaths = 16) (G test with Willliams
correction = 0.4896; P = 0.4841).

Other results not included in Table 1 are: 1. The variation of egg weight and
volume per female, was not different along the life span (this was split into two
halves and compared by a two-way analysis of variance).

2. There is a correlation between weight and volume of the egg for the
cannibal (r = 0.686; P = 0.01), non-cannibal (r = 0.499; P = 0.01), non-cannibal
control (r = 0.459; P = 0.01) groups, as well as for the cannibal control group
(r = 0.670; P = 0.01).

3. Cannibal caterpillar eggs are not different in weight (P = 0.802) or in
volume (P = 0.362) from the cannibalized eggs. The eggs of cannibals are not

different in weight (P = 0,963) from the remaining viable eggs (CC) or in volume
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(P = 0.743). On the other hand, non-cannibals do not weigh differently from the
remaining eggs of the cannibalism tests (NCC) (P = 0.101), but their volume
(P = 0.006) is different, the eggs of group NCC being larger in volume than those
of group NC.

4. The sex ratio is not different among cannibals, non-cannibals, cannibal
control and non-cannibal control (G test with Williams correction = 1.3344,

P =0.7210), the sex ratio being 1:1 for all groups.

Applications of Hamilton’s Rule

Applying the results found here to modify Hamilton’s Rule that we adapted

from Brown (1975) led to the following result:

G, Sygn_ 2, 055087, o,
L A rIxa 1 0.E x0.81¢

which means that the altruists are fitter than the selfish individuals, and are
therefore able to remain in the population.

On the other hand, applying our results according to Eickwort (1973), where
p/p <2, we have p’ cannibal = 0.847 and p non-cannibal = 0.815, therefore p / p’ = 0.96.
This relation shows that, although altruists and selfish individuals have
approximately the same probabilities of survival, the selfish ones also have a
greater probability, ensuring that they will remain in the population, sometimes with

a relatively high frequency.
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Discussion

Based on the results presented, it can be concluded that the costs for the
altruists occur at the beginning of development: cannibal caterpillars molt to the 2™
instar faster than non-cannibals. Similar results were obtained by Osawa (2002)
and Michaud (2003), both of them with Coleoptera. On the other hand, Tarpley et
al. (1993) did not find differences on studying the development of Diatraea
grandiosella (Lepidoptera). The interesting fact discussed by the authors is the
possibility that there may be an association between cannibalism and weight gain,
but only smaller larvae had the propensity to be cannibals. The duration of the
pupal period was also shorter in cannibals, thus, butterflies from cannibal
caterpillars emerge before the non-cannibal ones. Under starvation, the cannibal
caterpillars also have a higher survival rate. According to Michaud and Grant
(2004), faster development means earlier reproductive maturity and less exposure
to predation.

However, for the duration of the other instars (L2, L3, L4, L5), the rate of
development, pupal weight, size of adults and mortality during development, the
non-cannibals (altruists) do not appear to be suffering costs. According to Michaud
and Grant (2004), a larger adult size would mean a greater potential fecundity for
females and several potential advantages associated with larger energy reserves.

The non-cannibals, on the other hand, appear to leave double the number

of siblings that reach the reproductive age and, as both siblings of cannibals and
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of non-cannibals develop the same in all variables analyzed, there is truly a benefit
from no longer cannibalizing.

However, it is observed that, although non-cannibals leave double the
number of siblings, cannibalism frequently occurs (the frequency of cannibalism of
sibling eggs is around 53%, and of non-kin 83% - De Nardin and Aradjo 2011).
Although no advantages of cannibals are observed in various variables analyzed,
the nutritional benefit of cannibalism does not have to be great for this behavior to
evolve: even a small reduction in the development time of the cannibal, in a
species where generations overlap may supply a selective advantage sufficient to
cause the dissemination of cannibalism, even of full-siblings (Eickwort 1973; Via
1999). Generally, only a few studies have tried to explain the evolution of
cannibalism (Eickwort 1973). However, literature regarding cannibalistic behavior
generally does not highlight the selective advantages, but concentrates on
ecological phenomena that presumably act to reduce cannibalism, such as
separation of habitats of different instars, or stepwise emergence and dispersion of
siblings (Buskirk et al. 1984).

According to Barros-Bellanda and Zucoloto (2005), cannibalism may be
due, for instance, to the low nutritional content of plant tissues and/or to the
influence of competition. According to Zucoloto (1993), the adaptation of a
population of Ceratitis capitata (Tephritidae) to a diet based on animal protein
probably occurred due to cannibalization during periods of competition for food.
Lizé et al. (2006) suggest that the competition induced by the limited dispersion
capacity of the larvae of Aleochara bilineata (Coleoptera) may have favored the

evolution of recognition of kin in this solitary species. Heliconius erato phyllis also
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has a limited dispersion, and this viscosity of the population may lead to a high
frequency of the meeting between caterpillars and eggs, which could be enough to
make kin recognition evolve.

According to Watanabe and Yamaguchi (1993), egg cannibalism can be an
advantage for larval survival, because it ensures the acquisition of nutrients.
Sometimes, survival of the first instar and its foraging success may be related to
cannibalism (Michaud and Grant 2004), since this period is often critical and
limiting for the larva. Survival, when there is a lack of food which might lead to
extinction, is often cited as one of the reasons for the evolution of cannibalism
(Cushing 1991; Claessen et al. 2004).

It was observed that the cannibal caterpillars develop faster than the non-
cannibals in the first instar (see mean times in column L1 of Table 1a). This could
be due to the nutritional contribution supplied by the egg consumed. However, the
time of duration of the first instar of the two control groups (Table 1b column L1)
that did not have the chance of being cannibals, is very similar to the time of the
cannibals. Thus the doubt remains as to whether this slower development of the
non-cannibals is a consequence of the fact that they did not consume an egg, or a
consequence of the fact that the eggs from which they were born are smaller,
which might result in smaller caterpillars, that would take longer to change to the
second instar. In this study it was not possible to look at the causes of this
difference.

Our data do not indicate the existence of a variation of weight and volume
of the eggs during the laying period of each female. As it was observed that the

weight and volume of the non-cannibal eggs are smaller, this shows that the
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cannibalism of the offspring is not influenced by the mother's age. Chew and
Robbins (1984), in turn, reported that the age of females may affect the weight and
size of the eggs produced. They cite Telfer and Rutberg (1960), Murphy (1981)
and Jones et al. (1982), who noticed that eggs produced by the individuals
become smaller as the females age. Wiklund e Persson (1983), also observed a
similar progression in Pararge aegeria (speckled wood butterfly), but
demonstrated that the weight of the egg is not correlated to the hatchability,
mortality, growth of the larva and weight of the pupa.

Comparing the eggs of cannibal caterpillars and the cannibalized eggs, it
was observed that they are equal in weight and volume, indicating that
cannibalism did not occur due to some deficiency in the cannibalized eggs, but
probably for nutritional gain (or to eliminate potential competitors), which may be
inferred from the comparison with the remaining eggs of the cannibalism tests.
Another interesting issue concerns the non-cannibal caterpillar eggs, which have a
smaller volume than the remaining eggs; currently we do not have a satisfactory
explanation for this.

Hamilton’s rule, applied in this study, allows us to explain why both the
selfish (cannibal) behavior and the altruistic (non-cannibal) one remain in the
populations. There is evidence that the recognition of kinship that occurs in
H. erato phyllis may have evolved by kin selection, since the Hamilton inequality
appears to be obeyed. Although we did not measure the costs and benefits in a
same unit, it could be observed that altruists potentially leave double the number

of siblings, and do not have development costs after pupation. On the other hand,

46



479

480

481

482

483

484

485

486

487

488

489

490

491

492

493

494

495

496

497

498

499

500

501

cannibals appear to have short term benefits, and in foodless survival, which may

be very important in situations where there is competition and little food available.
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Resumo

Lagartas recém-eclodidas de Heliconius erato phyllis reconhecem ovos irmaos,
canibalizando preferencialmente os néo-parentes, quando ha escolha. O objetivo
deste trabalho foi verificar onde esta a informacéo para reconhecimento do ovo,
se no corion (origem materna) e/ou no embrido. Primeiramente, foram realizados
testes de canibalismo lagarta-ovo entre meio-irmaos onde o pai era comum. A
frequéncia de canibalismo foi comparada com trabalho anterior onde foi de 53%
para ovos irméos e de 83% para ndo-parentes. A frequéncia total de canibalismo
observada neste experimento (83,7%) nao diferiu da esperada para néo-parentes,
mas difere da frequéncia de canibalismo esperada para irmaos, sugerindo que
lagartas meio-irmas ndo reconhecem 0s ovos restantes como parentes. Foram
implementadas também duas etapas de testes de canibalismo entre lagartas. Na
primeira delas, realizaram-se testes de canibalismo entre lagartas de primeiro
instar, irmas e nao-parentes, onde as duas lagartas foram mantidas juntas em
potes plasticos com alimento em abundancia, até que uma das lagartas
canibalizasse a outra, ou uma delas fizesse a muda para o 2° instar. A frequéncia
de canibalismo entre lagartas de primeiro instar irmas e nado-parentes nao diferiu
significativamente. Na outra etapa de testes, duplas de lagartas irmas ou néao-
parentes foram colocadas frente-a-frente, a 0,5 cm uma da outra. As duplas
consistiam de lagartas de 1° e 3° instar, e de lagartas de 2° e 4° instar. Também
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre lagartas de instares

diferentes, irmas e nao-parentes, para as categorias comportamentais analisadas.

56



49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

Os resultados destas duas Ultimas etapas, combinado com os testes de
canibalismo lagarta-ovo entre meio-irmaos onde o pai era comum, sugerem que 0

sinal avaliado para o reconhecimento de parentesco esta no cérion do ovo.

Highlights: Apesar de haver reconhecimento de parentesco lagarta-ovo, nao
parece ocorrer reconhecimento lagarta-lagarta em Heliconius erato phyllis. O sinal
utilizado para reconhecer parentes esta no corion do ovo. Lagartas ndo tratam
lagartas irmas e néo-parentes diferencialmente. Ovos de meio-irmaos paternos

sao tao canibalizados quanto de ndo-parentes.

Palavras-chave: canibalismo, reconhecimento de parentesco, sinal para

reconhecimento, corion do ovo, Heliconius, Lepidoptera.

Introducao

O reconhecimento de parentesco, a capacidade de distinguir parentes de
nao-parentes usando similaridade genética ou qualguer marca que seja
correlacionada com o parentesco (Holmes 2004), tem sido evidenciado em varias
espécies de animais, tanto vertebrados como invertebrados (as referéncias mais

recentes incluem Sharp et al. 2005; Lizé et al. 2006; Kruczek 2007; Moore 2007,
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Sherborne et al. 2007; Green et al. 2008; Patterson et al. 2008; Schneider & Bilde
2008; Mehlis et al. 2010; De Nardin & Aradjo 2011), em plantas (Dudley & File
2007) e também em micetozoarios (Mehdiabadi et al. 2006, 2008; Ostrowski et al.
2008).

Segundo Hamilton (1964), os individuos podem se beneficiar por
comportarem-se de maneira altruista com seus parentes, aumentando assim sua
aptidao inclusiva. O processo de reconhecimento de parentesco envolve trés
componentes: a expressdo de marcas fenotipicas Unicas (cues, labels), a
percepcdo dessas marcas e o grau de correspondéncia com o “modelo de
reconhecimento” (recognition template) e a acdo tomada pelo avaliador como
funcdo da similaridade percebida entre 0 modelo e o fendtipo encontrado (Mateo
2004 e referéncias la indicadas).

As marcas usadas para discriminar parentes de nao-parentes podem ser
visuais, auditivas ou olfatérias. A produgcdo de uma marca que indica a identidade
do remetente (sender) € uma questdo importante, porque ela pode mediar o
reconhecimento de parentesco e entdo ter um impacto significativo na aptidao do
remetente, beneficiando-o com atos altruistas (Lizé et al. 2010).

O reconhecimento de parentes em insetos sociais comumente conta com
quimiorrecepg¢éao associada a hidrocarbonetos epicuticulares (Howard & Blomquist
2005; Lizé et al. 2010). Hidrocarbonetos cuticulares tém diversas fungbes em
insetos e servem como marcas quimicas em processos de reconhecimento
durante interacdes interindividuais (Howard & Blomquist 2005; Dronnet et al.
2006). Entretanto, para insetos solitarios, pouco é conhecido sobre o tipo de

marca utilizada no reconhecimento (Lizé et al. 2010).
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As lagartas recém-eclodidas da borboleta Heliconius erato phyllis
reconhecem irméaos bioldgicos, canibalizando preferencialmente os ovos néo-
parentes em experimentos com escolha. Quando apenas ovos irmaos estao
disponiveis, a frequéncia de canibalismo € significativamente inferior a frequéncia
de canibalismo de quando apenas ovos ndo-parentes estdo disponiveis (De
Nardin & Araujo 2011). Entretanto, ndo se sabe qual a fonte de informacdo do
parentesco, se no corion do ovo e/ou no proprio embrido em desenvolvimento.
Assim, o0 objetivo deste trabalho foi testar experimentalmente onde estaria a
informacéo para reconhecimento no ovo, se no coérion (Que tem origem apenas

materna) e/ou no embrido.

Métodos

Manutencédo dos estoques de fémeas

A manutencao dos adultos da borboleta Heliconius erato phyllis foi feita em
viveiros com cerca de 2 m x 2 m x 3 m, em area adjacente ao Departamento de
Genética da UFRGS (Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil) cujo interior é
composto de muitas plantas para simular as condi¢bes naturais, incluindo
Passiflora misera, P. suberosa e P. capsularis, plantas em que as fémeas de
H. erato phyllis ovipositam, e das quais as lagartas se alimentam (no presente

trabalho a alimentacdo das lagartas foi feita apenas com P. suberosa). A
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alimentacdo das borboletas foi feita diariamente, através de pequenos recipientes

contendo uma mistura de agua, mel e pdlen.

O sinal de reconhecimento de parentesco no ovo esta no corion ou no embriao?

Para verificar se o0 sinal de reconhecimento no ovo tem origem paterna/
materna ou de ambos, foram feitos testes de canibalismo lagarta-ovo entre meio-
irmaos onde o pai era comum. As fémeas sdo monandricas (Drummond Il 1984),
portanto ndo é possivel a realizacdo de testes de canibalismo entre meio-irmaos
nos quais a mie é a mesma. E sabido que o corion tem origem nas células
foliculares maternas (Telfer 2009). Dessa forma, se o sinal de reconhecimento
estd no corion (de origem materna), seria esperado que as lagartas recém-
eclodidas ndo reconhecessem ovos meio-irmaos paternos como parentes. Por
outro lado, se o sinal de reconhecimento estd presente no embrido, seria
esperado que houvesse reconhecimento de meio-irmaos, expresso por uma
frequéncia de canibalismo menor do que a esperada para ndo-parentes. Para que
isso fosse verdade, o sinal presente no embrido teria que ultrapassar o corion, o
gue poderia ser possivel através das aeropilas, pequenas aberturas nas carenas
dos ovos (ver Dell’Erba et al. 2005).

Foram feitos cruzamentos em viveiro onde um mesmo macho copulou com
duas fémeas, todos ndo aparentados entre si. Foram realizadas sete repeticdes
deste teste (sete “trios”: um macho que copulou com duas fémeas).

Os ovos foram dispostos nos vértices de um triangulo equilatero (feito de

papel cartolina verde) de 0,5 cm de lado. Em cada teste foram utilizados dois ovos
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provenientes de uma das fémeas (irmaos completos) e um ovo oriundo da outra
fémea (portanto meio-irméao paterno dos demais). Os triangulos foram mantidos
em placas de Petri, com diametro de 8 cm e altura de 1,5 cm, em temperatura
ambiente, sobre um papel toalha levemente umedecido para evitar a desidratacéo
dos ovos. A variavel analisada, apos a eclosdo da lagarta meio-irma das demais
foi a ocorréncia ou ndo do canibalismo desta em relacdo aos ovos restantes
(irmaos completos), durante 45 minutos. Foram realizadas 43 repeticbes. As
repeticbes em que nasceu primeiro um dos ovos irméaos foram desconsideradas,
principalmente pelo pequeno niamero amostral (de qualquer modo a informacao
seria analoga).

A frequéncia de canibalismo observada foi comparada com a frequéncia de
canibalismo esperada para irmaos completos e para nao-parentes encontrada em
De Nardin & Araudjo (2011). A andlise estatistica foi feita atraves de um Teste-G
de independéncia, com correcdo de Williams, através do programa BioEstat 5.0

(http://'www.mamiraua.org.br/download/).

Canibalismo entre lagartas

Um teste complementar ao anterior foi 0 do canibalismo entre lagartas, o qual
consistiu de duas etapas: na primeira, testou-se o canibalismo entre lagartas de
primeiro instar e na segunda, o canibalismo entre instares diferentes. Em
consequéncia do teste anterior, nossa hipétese nula foi de que lagartas ndo se

reconhecem.
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Na primeira etapa de testes, foram feitos testes de canibalismo entre lagartas
de 1°instar, irméas e ndo-parentes. Esse teste € im portante porque a lagarta de 1°
instar € a larva embribnica saida do ovo, sem ter feito a primeira muda. Duas
lagartas foram colocadas juntas em potes plasticos, translicidos, com tampa
branca (8,5 cm de altura x 7,5 cm de diametro), com folhas jovens de Passiflora
suberosa em abundancia. O fundo do pote foi coberto com papel absorvente
branco, para reter a umidade. O final do teste ocorria quando uma das lagartas
canibalizava a outra, ou até que uma delas fizesse a muda para o 2° instar. Foi
feita a comparacdo da frequéncia de canibalismo de lagartas irmas (N = 30) e
nao-parentes (N = 30) através de um teste-G de independéncia com correcao de
Williams.

Na segunda etapa de testes, duplas de lagartas irmas ou n&o-irmas,
saciadas, foram colocadas frente-a-frente, a 0,5 cm uma da outra, em um ramo de
Passiflora suberosa, sem folhas, aderido no sentido horizontal a uma placa de
petri, com diametro de 10 cm e altura de 1,5 cm, sem tampa. As duplas de
lagartas consistiam de uma lagarta de 1° instar e uma de 3°, ou de uma lagarta de
2° e uma de 4° instar (0 objetivo neste caso foi o de criar uma assimetria de
tamanho). Cada repeticdo consistia em cinco observagdes de 10 minutos para
cada dupla, em sequéncia. Em cada observacdo foram anotadas as ocorréncias
das seguintes categorias comportamentais: indiferenca, fuga, hostilidade, ataque
e canibalismo. O comportamento descrito aqui como indiferenca foi caracterizado
pelo fato de as lagartas “ignorarem” a presenca da outra, ficando paradas ou
seguindo no sentido em que foram postas. O comportamento “fuga” ocorreu

guando a lagarta foi em sentido oposto depois do encontro, geralmente ap4s um
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ataque sofrido, ou ao comportamento hostil da outra lagarta. “Hostilidade” ocorreu
quando a lagarta levantou a regido anterior do corpo agitando-a, como um tremor.
“Ataque” foi caracterizado quando havia um movimento agressivo na direcdo da
outra, que podia ou ndo resultar em ferimento. “Canibalismo”, por sua vez,
ocorreu quando a lagarta foi atacada e canibalizada. Entre lagartas de 1° e 3°
instares foram feitas 15 repeticfes entre irméaos e 15 repeticdes entre ndo-irmaos;
o0 mesmo procedimento foi feito para lagartas de 2° e 4°instares. A frequéncia de
cada categoria comportamental foi somada entre as repeticbes de irmaos
(somando as repeticbes de lagartas de 1° e 3° instar com as de 2° e 4° instar,
correspondendo portanto a um tamanho amostral de 30) e entre repeticdes de
nao-parentes (também somando lagartas de 1° e 3° instar com os de 2° e 4°
instar, N = 30). Os resultados foram tomados em conjunto porque ndo houve
diferenca estatistica na frequéncia de canibalismo entre irméos e ndo-parentes,
em nenhum dos pares de lagartas.

Em cada uma das 60 repeti¢cOes realizadas, a ocorréncia dos comportamentos
foi somada nas cinco observagdes, de 10 minutos cada, sendo que em cada uma
das observacdes mais de um comportamento podia ocorrer. O que foi
contabilizado foi a ocorréncia do comportamento (indiferenca, fuga, hostilidade,
ataque e canibalismo), independente de este ter sido executado pela lagarta
maior ou menor. A andlise estatistica foi feita através de um teste-G de

independéncia, com corre¢cao de Williams.
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Resultados

O sinal de parentesco tem origem no cérion do ovo ou ho embriao?

A Tabela 1 mostra a frequéncia de canibalismo quando o ovo meio-irmao
paterno eclodia primeiro, em relacdo aos demais ovos (ver Material e Métodos).
As frequéncias de canibalismo representam a soma do obtido nos sete trios
(macho que copulou com duas fémeas ndo-aparentadas). Utilizou-se a frequéncia
observada no conjunto dos trios porque a amostra para alguns deles era pequena

para uma analise individualizada.

Tabela 1 — Frequéncia de canibalismo e nédo-canibalismo da lagarta meio-irma
paterna com relagédo aos demais ovos (irmaos entre si), e frequéncias esperadas

de canibalismo para ndo-parentes e irméos, segundo De Nardin & Araujo (2011).

Frequéncia Esperado para
Comportamento
Observada (%) Nao-parentes* Irmaos*
Canibalizou 36 (83,7%) 83 53
N&o canibalizou 7 (16,3%) 17 47
Total 43 100 100

*De Nardin & Araujo (2011), valores em percentagem, para N = 100.
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Através dos resultados apresentados, constatamos que a frequéncia total
de canibalismo observada neste experimento nao diferiu do esperado para nao-
parentes (Teste G (Williams): 0,0109; gl = 1; P = 0,9167). No entanto, houve
diferenca estatistica em relacdo a frequéncia de canibalismo observada para
irméos (Teste G (Williams): 12,9255; gl = 1; P = 0,0003). Isso sugere que lagartas
meio-irmas aparentemente ndo reconhecem 0s ovos restantes como parentes, 0
que indicaria que o sinal para o reconhecimento de parentesco lagarta-ovo estaria

no coérion do ovo, que tem origem materna.

Canibalismo entre lagartas

A Tabela 2 mostra os dados das 60 repeticbes dos testes de canibalismo

entre lagartas de 1° instar, por grupo de parentesco. Nao houve diferenca

significativa nas frequéncias de canibalismo entre lagartas irméas e nao-parentes.

Tabela 2 — Frequéncia absoluta e relativa de canibalismo entre lagartas de

primeiro instar, irmas e ndo-parentes.

Parentesco Canibalizou (%) Nao canibalizou (%) N
Irmas 19 (63,3%) 11 (36,7%) 30
N&o-parentes 17 (56,7%) 13 (43,3%) 30

Teste G (Williams): 0,2709; gl = 1; P = 0,6027
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Quanto aos testes com lagartas de diferentes instares (1° x 3° e 2° x 49),
mostrados na Tabela 3, também n&do houve diferenca estatisticamente

significativa entre as categorias comportamentais analisadas.

Tabela 3 — Frequéncia absoluta de cada categoria comportamental, no total das
repeticbes realizadas, para irmds e nao-parentes, independentemente da

comparacéao entre instares.

Parentesco Indiferenca Fuga Hostilidade Ataque Canibalismo N
Irmas 127 63 60 106 4 360*
N&o-

134 57 67 113 3 374*
parentes

Teste G (Williams): 0,9542; gl = 4; P = 0,9167

* Ver Material e Métodos para uma justificativa desses niumeros.

Esses resultados fornecem mais evidéncias de que as lagartas néo tratam
parentes diferencialmente, reforcando os indicios de que o sinal de
reconhecimento de parentesco estd no coérion do ovo, como foi mostrado na

Tabela 1.

Discussao
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Embora o Unico trabalho da literatura, do nosso conhecimento, a indicar
que existe reconhecimento de parentesco lagarta-ovo em Lepidoptera seja o de
De Nardin & Araujo (2011), os resultados aqui apresentados sugerem que o sinal
utilizado para o reconhecimento de parentesco esta no corion do ovo. Lagartas de
primeiro instar ndo parecem se reconhecer no teste realizado, e as lagartas de
instares diferentes também n&do se comportam diferencialmente com relacdo a
parentes. Além disso, a frequéncia de canibalismo de ovos meio-irméaos paternos
nao difere da frequéncia de canibalismo esperada para nao-parentes, reforcando
a hipotese de que o sinal de reconhecimento esta no cérion do ovo, ja que este
tem origem nas células foliculares da mae.

A ocorréncia de canibalismo lagarta-ovo € maior do que o canibalismo
entre lagartas de instares diferentes. Entre lagarta-ovo, o canibalismo foi de pelo
menos 50% (De Nardin & Aradjo 2011), ja entre lagartas de instares diferentes, foi
ao redor de 12%. Embora a metodologia empregada no teste de canibalismo
entre lagartas de primeiro instar abranja um tempo bem maior (até que haja morte
ou uma das lagartas mude para o segundo instar), neste teste a frequéncia de
canibalismo também foi maior que 50%. Isso mostra que as lagartas de primeiro
instar sdo bastante agressivas, provavelmente por este ser o estadio mais
vulneravel. Tanto os testes de canibalismo lagarta-ovo feitos por De Nardin &
Araujo (2011) como o teste de canibalismo entre lagartas de diferentes instares
executados neste trabalho tém duracdo de menos de uma hora, sendo assim
possivel fazer uma comparacao da frequéncia de canibalismo entre eles. Ja que o
canibalismo de ovos é bem mais frequente do que o canibalismo entre lagartas,

isso explica porque o reconhecimento de parentesco s6 ocorre entre lagarta-ovo,
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e ndo entre lagartas. E fato que entre lagartas de primeiro instar a frequéncia de
canibalismo também foi alta, mas neste caso o tempo empregado foi bem maior,
portanto a frequéncia de canibalismo ndo é totalmente comparavel aos demais
testes. Porém, este teste mostrou a agressividade das lagartas de primeiro instar.
Ha uma grande literatura, em insetos sociais, que emprega ensaios
comportamentais de agressividade semelhantes ao teste usado neste estudo
(Jutsum et al. 1979; Grangier et al. 2007; Abril & Gémez 2010) alguns inclusive
relacionando a agressividade ao reconhecimento (Adams 1991; Errard & Hefetz
1997; Stuart & Herbers 2000; Tsutsui et al. 2003; Lalzar et al. 2009).

Michaud & Grant (2004), que estudaram trés espécies de coledpteros,
sustentaram que ha muitas razdes para esperar que o significado adaptativo do
canibalismo de ovos em Coccinellidae seja muito diferente do canibalismo larval.
Por exemplo, Michaud (2003) demonstrou que o beneficio nutricional do
canibalismo de ovos € maior do que aquele do canibalismo de larvas, pela criacdo
de larvas de trés espécies de coccinelideos. Em dois casos, a dieta de larvas
coespecificas reduziu significativamente a sobrevivéncia, e nos trés casos o
tempo de desenvolvimento total foi aumentado e o peso do adulto reduzido em
relagdo a dieta controle. Em contraste, a dieta de ovos de coespecificos melhorou
a sobrevivéncia e tempo de desenvolvimento em uma espécie (Cycloneda
sanguinea), com nenhum efeito no tempo de desenvolvimento e apenas uma
reducdo marginal no peso adulto resultante nas outras duas. Essa diferenca
provavelmente surge porque a proteina contida nos ovos esta em estado menos
diferenciado do que nas larvas e entdo é mais eficientemente assimilada. Larvas

sdo capazes de comportamento defensivo ou evasivo, e iSso aumenta 0 risco
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e/ou o custo do canibalismo larval relativo ao canibalismo de ovos. Assim, &
razoavel esperar que a rede de beneficios do canibalismo de ovos seja maior do
que a rede de beneficios do canibalismo de larvas. Fox (1975) também menciona
que a necessidade por proteinas pode ser relacionada ao canibalismo entre
herbivoros e granivoros. Supde-se geralmente que 0s ovos sdo altamente
nutritivos, ja que eles séao providos pela mae com o vitelo para alimentar a larva
embribnica em desenvolvimento. Ovos podem, entdo, ser considerados como
fonte alimentar de alta qualidade que se ajusta as necessidades nutricionais dos
neonatos melhor do que outras dietas (Eickwort 1973; Michaud & Grant 2004). No
caso de H. erato phyllis do presente estudo, ndo se tem estas informacdes, nem
foi feito um acompanhamento dos efeitos do canibalismo de lagartas, mas tendo
em vista os resultados encontrados, parece justo considerar algo semelhante.

Ha alguns trabalhos com outros insetos que abordam a questdo de onde
esta o sinal de reconhecimento de parentesco. Lizé et al. (2006, 2010) mostraram
que em Aleochara bilineata (um coledptero parasitéide) um sinal de
reconhecimento quimico de parentesco esta no plug feito pela larva de primeiro
instar para fechar o buraco de entrada no pupario do hospedeiro. Ja resultados de
Giron & Strand (2004) indicam que larvas conhecidas como “soldados” de
Copidosoma floridanum distinguem parentes de n&o-parentes por sua membrana
extraembribnica, que é também essencial para defesa contra resposta imune
celular do hospedeiro. Lihoreau & Rivault (2009), em trabalho realizado com a
barata social Blattella germanica, mostraram que o0 parentesco influencia a
escolha de parceiros sociais pelas ninfas. O fato de que as ninfas discriminam

irméos de ndo-irmaos somente quando tem contato antenal com elas mostra que
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marcas de discriminacdo de parentesco ndo sédo detectadas a distancia, mas sao
necessariamente percebidas através de contato.

Klowden (2007) refere um imprinting espécie-especifico na superficie
interna do cérion, 0 que se acredita que poderia ser extrapolado para um
imprinting “irmandade-especifico”, no caso de H. erato phyllis. Em insetos sociais,
sistemas de reconhecimento tém sido extensivamente estudados e séao
tipicamente baseados em marcas quimicas (Nehring et al. 2011). Alguns
trabalhos sustentam que a discriminacéo por insetos € geralmente mediada por
diferencas nos perfis individuais de hidrocarbonetos cuticulares. Esses compostos
protegem o0s insetos da perda de agua e atuam como barreira contra
microorganismos. Eles também sinalizam o status reprodutivo, fertilidade,
qualidade da prole e membros da ninhada. Eles sdo mais similares entre
parceiros de ninhada do que nao-parceiros em formigas e abelhas, e
presumivelmente funcionam no reconhecimento de parceiros de ninhada. Em
adicdo, sua variabilidade tem sido repetidamente correlacionada com parentesco
genético, sugerindo que eles podem codificar informacdo sobre parentesco e
podem funcionar no reconhecimento de parentesco (Soro et al. 2011). Processos
de reconhecimento baseados em componentes geneticamente derivados séo
essenciais para determinar o grau de parentesco para selecdo de parentesco
(revisado por Breed & Bennett 1987; Dronnet et al. 2006). Além de trabalhos com
insetos, Grinsted et al. (2011), em estudo realizado com aranhas sociais
Stegodyphus lineatus, mostrou que os perfis quimicos cuticulares dessas aranhas
variam significantemente entre grupos de irmé&os, independentemente da idade ou

condicbes de criagdo. Isso sugere que o perfil de hidrocarbonetos cuticulares
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carrega informacdes sobre o parentesco e entdo pode potencialmente ser usado
como marcas de reconhecimento de parentesco. Uma analise detalhada do perfil
qguimico do cérion do ovo de H. erato phyllis seria necessaria para determinar se o
sinal de reconhecimento de parentesco no ovo sao também os hidrocarbonetos.
Os resultados aqui encontrados fornecem evidéncias de que as lagartas
nao reconhecem outras lagartas como irmaos bioldgicos, independente do instar.
Assim, ja que ha reconhecimento de parentesco lagarta-ovo, e como as lagartas
nao reconhecem ovos meio-irmaos paternos como parentes, podemos inferir que
o sinal de reconhecimento esta no coérion do ovo, sendo um sinal de origem

materna.
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CapPiTULO 4

Genes para canibalismo ou para reconhecimento de pa  rentesco? Estudos
adicionais dos efeitos do endocruzamento em Heliconius erato phyllis

(Lepidoptera; Nymphalidae).

(Artigo em preparacéo)

Redigido segundo as normas da revista Genetics and Molecular Biology.

As tabelas estédo junto aos resultados, e ndo nas ultimas paginas, como seria 0

formato para submisséo, para facilitar a leitura do artigo.
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Resumo

As lagartas recém-eclodidas de Heliconius erato phyllis podem ser canibais e
reconhecer irmaos bioldgicos, canibalizando preferencialmente os ovos néo-
parentes. O objetivo deste trabalho foi, através de cruzamentos entre individuos
canibais e entre individuos nao-canibais, analisar a prole com diferentes
coeficientes de endocruzamento (F = 0 e F = 0,25), e fazer inferéncias sobre o
modo de heranca do reconhecimento de parentesco (e canibalismo) nesta
espécie. Lagartas canibais e ndo-canibais foram criadas até a fase adulta, quando
foram feitos cruzamentos entre canibais irméos, entre canibais nao-parentes,
entre nao-canibais irmaos e entre nao-canibais nao-parentes. A prole dos
cruzamentos foi submetida a testes de canibalismo e a frequéncia do
comportamento canibal para cada uma das proles foi estimada. Os resultados
mostraram que, para F = 0,25, houve uma frequéncia elevada de n&o-canibais
(> 70%). Ja para F = 0, a frequéncia de lagartas canibais foi alta (> 50%). Esses
resultados sugerem que o0 reconhecimento de parentesco tem um forte
componente genético, enquanto que o canibalismo parece ser principalmente
devido a auséncia ou a poucos genes para reconhecimento. Os individuos com os
diferentes coeficientes de endocruzamento tiveram a ontogenia acompanhada,
com o objetivo de verificar as consequéncias do endocruzamento na ontogenia de
H. erato phyllis. As variaveis analisadas foram peso e volume do ovo, duracéo dos
instares e pupa, tempo total da eclosédo até o adulto, taxa de crescimento, peso

da pupa, area das asas e mortalidade de imaturos. Houve diferencas
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estatisticamente significativas entre o grupo néo-endocruzado e endocruzado
para peso da pupa e area das asas (endocruzados < ndo-endocruzados) e para
mortalidade de imaturos (endocruzados > nao-endocruzados), mostrando que

nesta espécie ha uma depresséao pelo endocruzamento.

Introducao

O parentesco tem sido considerado um fator importante na transicdo de
células individuais para organismos multicelulares, e da individualidade para a
cooperacao em grupos sociais (Maynard Smith e Szathmary, 1995). Sistemas de
reconhecimento de parentesco baseados na genética sdo aqueles nos quais 0s
alelos sdo expressos como marcas identificaveis (odores, estruturas morfoldgicas,
etc.). Supbe-se que cada individuo pode perceber um namero de marcas que ele
compartilha com outro, e pode utilizar essa informagao para tomar uma deciséo
guanto ao grau pelo qual ele se relaciona com o outro (Getz, 1981). A
discriminagdo de parentes com base na genética tem sido encontrada em
diversos grupos de organismos marinhos coloniais (Crozier, 1986; Grosberg e
Quinn, 1986). Camundongos também contam com genes de histocompatibilidade
(MHC) para a cooperacdo (Manning et al., 1992) e para evitar o endocruzamento
(Potts et al., 1991). Larvas canibais da salamandra tigre Ambystoma tigrinum
usam sinais olfatorios “parente-especificos” com base genética para se

alimentarem de n&o-parentes, mas evitam comer parentes, diferenciando até
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mesmo primos (Pfennig et al., 1994). Componentes genéticos de reconhecimento
também tém sido encontrados em artrépodes, como isOpodes subsociais
(Linsenmair, 1987), coccinelideos (Joseph et al., 1999), em abelhas eusociais
(Greenberg, 1979; Moritz e Hillesheim, 1990), formigas (Beye et al., 1998; Tsutsui
et al., 2000) e cupins (Adams, 1991).

Entretanto, componentes ambientais de reconhecimento de col6énia tém
sido evidenciados em muitas espécies sociais, incluindo formigas, vespas e
abelhas. Os ratos toupeira eusociais, Heterocephalus glaber, também usam
marcas ambientais para discriminar membros da colénia daqueles das col6nias
vizinhas. Em humanos, a discriminacéo pode ocorrer com base em caracteristicas
culturais, que sédo puramente ambientais (Lehmann e Perrin, 2002).

Sistemas de reconhecimento de parentesco sdo muitas vezes especificos e
regulados por um ou mais locos polimorficos (Crozier, 1986; Grosberg e Quinn,
1986). Os fatores de manutencdo desses polimorfismos em insetos sociais sao
em grande parte desconhecidos, embora estudos com organismos marinhos
coloniais sugerem papéis para selecéo indireta via escolha de parceiro ou selecéo
direta para resisténcia a patdgenos, ou o parasitismo da linhagem germinativa ou
ainda competicao intraespecifica (Giron e Strand, 2004). Segundo Grafen (1990),
a evolucado de um verdadeiro sistema de reconhecimento depende de trés tipos
de locos: correspondéncia, deteccdo e uso (matching, detecting e using). O loco
de correspondéncia afetaria as marcas usadas para detectar parentes, sendo que
o polimorfismo nesses locos seria essencial para detectar parentes. O loco de

deteccdo controlaria se a similaridade no loco de correspondéncia é detectada ou
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ndo. Ja o loco de uso controlaria como a informacgéo sobre a correspondéncia &
usada.

Ha véarios trabalhos que encontraram evidéncias de reconhecimento de
parentesco atraves do canibalismo diferencial de parentes e ndo-parentes, alguns
deles em insetos (Nummelin, 1989; Dickinson, 1992; Agarwala e Dixon, 1993;
Joseph et al., 1999; De Nardin e Araujo, 2011). Em alguns insetos, a
probabilidade de canibalizar pode ser influenciada pela predisposicao genética ou
fenotipica para canibalizar (Englert e Thomas, 1970; Gould et al., 1980; Richter,
1986; Tarpley et al., 1993). O canibalismo pode ser influenciado também por
fatores densidade-dependentes, e outros fatores densidade-independentes, além
da predisposicéo genética, como condi¢cdes ambientais abioticas, assincronia com
a planta hospedeira (ex. quando neonatos eclodem antes das plantas
hospedeiras estarem disponiveis), pobre qualidade nutricional da planta
hospedeira, assincronia no desenvolvimento dentro das populagcbes e
disponibilidade de coespecificos vulneraveis devido a doenca, parasitismo, injlria
ou muda (Richardson et al., 2010, e referéncias la citadas).

Nas borboletas do género Heliconius ha informacfes esparsas sobre a
ocorréncia de canibalismo e para uma grande quantidade de espécies
simplesmente nada ha sobre este comportamento. Uma notavel exceg¢do é
Heliconius erato phyllis, cujas lagartas recém-eclodidas reconhecem irmaos
biolégicos, canibalizando preferencialmente os ovos nado-parentes quando ha
escolha (De Nardin e Araujo, 2011). Entretanto, ndo ha estudos que tratem da
genética do reconhecimento de parentesco nesta espécie. Dessa forma, o

objetivo deste trabalho foi, através de cruzamentos entre individuos canibais e
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entre individuos nao-canibais, analisar a prole com diferentes coeficientes de
endocruzamento (F = 0 e F = 0,25), e tentar fazer inferéncias sobre o modo de
heranca do reconhecimento de parentesco (e canibalismo) nesta espécie. As
lagartas canibais foram consideradas como egoistas, que ndo tratam parentes
diferencialmente; ja lagartas nao-canibais foram consideradas como altruistas,
que reconhecem parentes, evitando canibaliza-los (em trabalho anterior foram
estimados os custos e beneficios respectivos; De Nardin e Araujo, submetido).
Além disso, a ontogenia das lagartas canibais e nao-canibais resultantes dos
cruzamentos, bem como dos ovos restantes, foi acompanhada, a fim de verificar
se existem diferencas no desenvolvimento entre os individuos com diferentes
coeficientes de endocruzamento. O endocruzamento pode levar a depresséo
endogamica, que consiste na reducdo da capacidade reprodutiva, no decréscimo
da sobrevivéncia, manifestando-se também na expressdo de fendtipos

qualitativos e quantitativos (Frankham et al., 2008).

Material e Métodos

Fémeas de Heliconius erato phyllis, oriundas da natureza, de diferentes
populacées, foram criadas em viveiros com cerca de 2 m x 2 m x 3 m, em area
adjacente ao Departamento de Genética da UFRGS (Porto Alegre, Rio Grande do
Sul, Brasil) (30°04'31”S; 51°07°00”W), cujo interior € composto de muitas plantas

para simular as condi¢cdes naturais, incluindo Passiflora misera, P. suberosa e P.
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capsularis, plantas em que as fémeas de H. erato phyllis ovipositam, e das quais
as lagartas se alimentam. A alimentacdo das borboletas foi feita diariamente,
através de pequenos recipientes contendo uma mistura de agua, mel e polen.

Os ovos, coletados diariamente, foram dispostos nos vértices de um
triangulo equilatero (feito de papel cartolina, verde) de 0,5 cm de lado. Em cada
teste foram utilizados apenas ovos provenientes da mesma fémea, isto €, irmaos.
Como as fémeas sdo monandricas (Garcias, 1983; Drummond Ill, 1984), ha a
certeza de que ovos provenientes de uma mesma fémea sédo irmaos completos.
Os triangulos foram mantidos em placas de Petri, com diametro de 8 cm e altura
de 1,5 cm, em temperatura ambiente, sobre um papel toalha levemente
umedecido para evitar a desidratacdo dos ovos. ApOos a emergéncia de uma
lagarta foi verificada a ocorréncia ou ndo do canibalismo desta em relacdo aos
ovos restantes, durante o tempo de 45 minutos. A partir de entdo, os individuos
canibais e ndo-canibais foram identificados por um nimero e o codigo C ou NC,
respectivamente. Essas lagartas foram criadas até a fase adulta, quando foram
feitos cruzamentos entre irmaos canibais (r = 0,5) (N = duas proles, F = 0,25),
entre canibais ndo-parentes (r = 0) (N = trés proles, F = 0), entre irmaos nao-
canibais (r = 0,5) (N = duas proles, F = 0,25) e entre ndo-canibais ndo-parentes
(r =0) (N = duas proles, F = 0) (Tabela 1).

As fémeas fecundadas foram mantidas isoladas, e seus ovos coletados
diariamente. Estes foram pesados e o volume de cada um foi estimado. A
pesagem foi feita em uma balanca BOSCH-W&agesysteme GmbH D-72417, com

precisdo de 0,0001 g. Foram realizadas trés pesagens sucessivas do mesmo ovo,
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e feita a média do peso de cada ovo. A determinacédo do volume foi feita através

da formula do volume do esferéide (Rashidi et al., 2008):

2
Vv —7rLD

esferdide — 6

onde L é o comprimento do ovo da base ao apice, e D € o diametro maximo do
ovo. Tais medidas foram obtidas com o auxilio de microscopio estereoscopio
binocular, marca Nikon, modelo SMZ645.

A prole dos cruzamentos foi submetida a testes de canibalismo como o
descrito acima, e assim a frequéncia de canibalismo para cada uma das proles foi
estimada. Os individuos com os diferentes coeficientes de endocruzamento (F = 0
e F = 0,25) tiveram a ontogenia acompanhada. Aqui, o objetivo foi verificar as
consequéncias do endocruzamento na ontogenia de H. erato phyllis e compara-
las com estimativas dos efeitos do endocruzamento em trabalho anterior (Di Mare
e Araujo, 1986), onde outras variaveis foram analisadas.

As lagartas foram acondicionadas individualmente em potes plasticos,
translicidos, com tampa branca (8,5 cm de altura x 7,5 cm de didametro). O fundo
do pote foi coberto com papel absorvente branco, para reter a umidade. As
lagartas tiveram todo o desenvolvimento acompanhado, e todas receberam
tratamento igual, sendo mantidas a 25C e alimentad as diariamente, ad libitum,
apenas com folhas de Passiflora suberosa.

As variaveis analisadas foram peso do ovo, volume do ovo, tempo de
duracdo de cada estadio larval, tempo total de duracdo do periodo pré-adulto,
taxa de crescimento (R), peso da pupa, area das asas anteriores direita e
esquerda, e asas posteriores direita e esquerda. Foi executada uma analise da

variancia de um critério para comparar individuos com F =0 (N =50) e F = 0,25
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(N = 40), atraves do programa SPSS 15.0, depois das transformacdes estatisticas
necessarias (ver Tabela 2). A mortalidade durante o desenvolvimento também foi
analisada, através de teste G de contingéncia com correcdo de Williams, pelo
programa BioEstat 5.0 (http://www.mamiraua.org.br/download/).

As pupas foram pesadas no dia seguinte a sua formacédo. A taxa de
crescimento foi calculada através da formula obtida de Smiley (1978), onde dias

corresponde aos dias da eclosao até a formacgao da pupa:

1
( pesoda pupa]5 1
_\_ pesodoovo
dias
5

A éarea das asas dos adultos foi calculada através do programa ImageJ 1.37v.

(Wayne Rasband NIH, USA. http://rsb.info.nih.govv/ij).

Resultados

A tabela 1 mostra os resultados obtidos nos cruzamentos realizados entre
canibais irméos (F = 0,25) e ndo-parentes (F = 0), e entre ndo-canibais irmaos e

nao-parentes.
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Tabela 1 - Frequéncia de canibalismo em nove proles, resultantes de cruzamento
entre pais canibais (C), e entre pais nao-canibais (NC) conforme o grau de

parentesco (F).

Comportamento dos pais Comportamento da prole (%)
Proles F N

3 Q C NC
1 0,25 15 C C 13,3 86,7
2 0,25 3 C C 0 100
3 0,25 18 NC NC 22,2 77,8
4 0,25 14 NC NC 28,6 71,4
5 0 16 C C 75 25
6 0 6 C C 66,7 33,3
7 0 3 C C 66,7 33,3
8 0 22 NC NC 59,1 40,9
9 0 14 NC NC 85,7 14,3

De um modo geral, independentemente dos tamanhos das irmandades e
do comportamento parental, percebe-se que para F = 0,25, houve uma frequéncia
elevada de ndo-canibais, sempre acima de 70%, mesmo que os pais tenham sido
canibais. Por outro lado, para F = 0, a frequéncia de lagartas canibais foi alta,

sempre acima de 50%.
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Os resultados obtidos a partir dos cruzamentos realizados na Tabela 1 ndo
se mostraram compativeis com um modo de heranca monogénica simples.

A analise da ontogenia através da analise da variancia revelou diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo néo-endocruzado e endocruzado
para peso da pupa (P = 0,006) e para area das asas anteriores (direita: P < 0,001
e esquerda: P = 0,004) e posteriores (direita: P < 0,001 e esquerda: P < 0,001).
Como foi encontrada uma correlacao estatisticamente significativa entre as asas
anteriores direita e esquerda (r = 0,917; P = 0,01) e entre as asas posteriores
direita e esquerda (r = 0,979; P = 0,01), na Tabela 2, apenas a média = desvio-
padrdo da area da asa anterior direita esta representada. Para as demais
variaveis analisadas (peso do ovo, volume do ovo, tempo de duracdo de cada
estadio larval, tempo total de duracdo do periodo pré-adulto, taxa de crescimento)

nao houve diferenca estatisticamente significativa.

Tabela 2 — Efeitos do endocruzamento para variaveis da ontogenia de Heliconius
erato phyllis (média = desvio-padrdo, que estdo nas unidades originais). P € o
resultado das comparacdes pela ANOVA, em cada coluna, apdés as

transformacdes utilizadas para cada variavel.
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Dias da Area da

. Volume  Peso Duragdo de cada estadio pré-adulto (dias) z ~ Taxa de
Coeficiente de eclosdo ) Pesoda asa
doovo doovo . cresci- 1 ) N
endocruzamento (F) (mm®) (mg) ' L1 L2 L3 La 5 P até fase mento (R) pupa (g) anterior
g UP3 Squita (mm#) ®
06015 0,6312 3,20 212 231 3,02 4,50 8,04 23,14 0,8852 0,3684 452,08
o] + + + + + + + + + + + + 50
0,0587 0.,0796 1,06 0,63 0,97 1,26 1,07 083 3,16 0.1598 0,0590 58,85
06027 06206 3,34 1,87 222 an 479 797 2273 0,8757 0,3328 402,26
025 + t 3 S S + i + i i + + 40
0,0543 0,0687 0497 062 0,98 1,10 144 0,63 3,69 0,2019 0,0599 458,57
P 0,907 0,527 0494 0,073 0394 0647 0410 0717 0,460 0,811 0,006 0,000 _

' Transformacdo raiz cibica.
2 m
Transformacdo log base 10.
? Transformac&o raiz quadrada.

A mortalidade ao longo do desenvolvimento também resultou em diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos com os dois diferentes coeficientes
de endocruzamento (Teste-G (Williams): 5,9953; P = 0,0143), sendo que a
mortalidade do grupo endocruzado foi de 45,20%, e do grupo nado-endocruzado

foi de 25,37%.

Discussao

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o reconhecimento de
parentesco tem um forte componente genético, particularmente de um sistema
poligénico para genes de pequeno efeito, ou eventualmente para dois ou mais
locos, enquanto que o canibalismo parece ser principalmente devido a auséncia
OuU a poucos genes para reconhecimento; a possibilidade de um efeito limiar para

o reconhecimento ndo pode ser descartada nestes casos. E importante destacar,
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em relacéo ao objetivo principal deste trabalho, que nos casos de F = 0,25 cujos
pais eram canibais, seus descendentes tiveram em meédia, aproximadamente
89,2% de nado-canibais, o que sugere que, pelo fato de serem endocruzados, 0s
irmaos tendem a se reconhecer (via genes especificos, tornados homozigotos,
presumivelmente) e a ndo canibalizar. Quando os pais eram nao-canibais, para
F = 0,25, a frequéncia na irmandade foi cerca de 75% de nao-canibais. Estes
achados nos levaram a postular a existéncia de genes para reconhecimento de
parentesco. Um dos modelos mais interessantes sobre a existéncia de genes de
reconhecimento foi proposto por Rousset e Roze (2007), que postularam a
existéncia de dois locos, ligados ou ndo, um para a correspondéncia e o outro
para ajuda. O modelo destes autores apresenta algumas particularidades que o
tornam candidato a ser testado em H. erato phyllis: i) Os organismos séo
hapléides (no caso atual, a informacdo estaria no corion do ovo, de origem
materna, e independente da fecundagdo para o seu funcionamento); i) As
populacdes seriam estruturadas espacialmente, com baixo fluxo génico (muito
similar ao que parece ocorrer com H. erato phyllis); iii) Um dos casos examinados
prevé selecéo fraca e manutencao dos polimorfismos dos locos em questédo (em
outro trabalho, mostrou-se que os coeficientes de selecdo para altruista e egoista
seriam baixos; De Nardin e Araujo, submetido).

Além da influéncia do endocruzamento na frequéncia de canibalismo, este
também tem efeitos no peso da pupa e no tamanho dos adultos (é possivel que
este Ultimo seja consequéncia do anterior). Segundo Michaud e Grant (2004), um

tamanho maior do adulto significa maior potencial de fecundidade para fémeas e
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varias vantagens potenciais de sobrevivéncia associadas com reservas
energéticas maiores.

Um dado interessante € que o tamanho dos ovos (peso e volume) nao
difere entre individuos endocruzados e nao-endocruzados. De Nardin e Araujo
(submetido) encontraram que o tamanho de ovos que dao origem a lagartas néo-
canibais € menor do que o0s ovos que dao origem a lagartas canibais, a partir de
fémeas fecundadas da natureza, ou como resultado de cruzamentos em viveiros,
mas ndo endocruzados. Mas aqui, embora a frequéncia de lagartas ndo-canibais
entre os individuos endocruzados seja grande, os ovos de uma forma geral nédo
sdo menores. Esta questdo parece ser importante e sugere a existéncia de algum
controle das fémeas da natureza, especialmente, quanto ao tamanho dos ovos
que produzem como resposta as condicbes ambientais; esta especulacdo, no
entanto, requer mais dados empiricos e experimentacao.

A arquitetura genética das marcas de reconhecimento varia bastante entre
diferentes grupos sociais, de sistemas de reconhecimento baseados em alelos
(por exemplo fungos, invertebrados marinhos, micetozoarios), no efeito de
proteinas urinarias e locos MHC e no background genético dos odores de
reconhecimento em mamiferos, e em insetos sociais onde efeitos genéticos
indiretos provavelmente desempenham um papel importante (Helantera et al.,
2011).

O reconhecimento de parentesco foi bastante estudado em insetos sociais,
onde comumente conta com quimiorrecepcdo associada a hidrocarbonetos
epicuticulares (Howard e Blomquist, 2005; Lizé et al., 2010). Nehring et al. (2011)

mostraram que a informacéo codificada nos perfis cuticulares € um polimorfismo
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genético e ndo apenas variacao aleatéria que poderia ser usada para qualquer
tipo de discriminacdo. Esses autores mostraram que substancias cuticulares séo
herdaveis, e que em col6énias de Acromyrmex octopinosus 0S operarios tém a
informacéao disponivel para potencialmente discriminar irméos-completos de meio-
irmaos e entdo possivelmente atuar nepotisticamente.

Em Heliconius erato phyllis, ha evidéncias de que o sinal de
reconhecimento de parentesco estd no corion do ovo (De Nardin et al., em
preparacdo), mas ainda ndao ha informacdes sobre as marcas utilizadas, e nem
sobre os genes envolvidos na producéo e reconhecimento dessas marcas. Como
consequéncia de uma menor quantidade de genes para reconhecimento, o
fendtipo canibal se expressaria. Além disso, a informacéo de que o canibalismo
parece ter um forte componente ambiental reforca a ideia de que este
comportamento pode ter evoluido devido a competicdo por recursos, ndo por (ou
nao apenas por) uma predisposi¢cao genética ou por grandes vantagens ao longo
do desenvolvimento (De Nardin e Araujo, submetido).

Ha provavelmente muitos genes envolvidos no reconhecimento de
parentesco, sendo possivel que seja necessario que um perfil limiar de marcas de
reconhecimento seja atingido para que haja reconhecimento. Sob condi¢des de
endocruzamento, a prole tera uma probabilidade maior de que 0s genes que
codificam essas marcas estejam em homozigose, e o limiar para expressédo do
reconhecimento é mais facilmente atingido. Nos cruzamentos de canibais néo-
aparentados (proles 5, 6 e 7 na Tabela 1), a frequéncia de canibalismo foi de pelo
menos 66%, 0 que poderia sugerir uma predisposi¢cdo genética para canibalizar.

Entretanto, os cruzamentos de numeros 8 e 9 (Tabela 1), que foram realizados
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entre nado-canibais n&o-aparentados resultaram em uma frequéncia de
canibalismo maior até do que o encontrado para cruzamentos de canibais
aparentados, sugerindo que se trata de um sistema genético complexo.

Di Mare e Araujo (1986) estimaram os efeitos do endocruzamento em
Heliconius erato phyllis através de 14 cruzamentos feitos em insetario, e
constataram que a proporcao de ovos eclodidos e a sobrevivéncia de ovo a adulto
foram reduzidas significativamente de cerca de 10% para cada aumento de 10%
no coeficiente de endocruzamento. O tempo de desenvolvimento também foi
diferente entre os grupos endocruzados e controles, embora fosse igual entre o
grupo endocruzado. Estimativas de endocruzamento em populacdes naturais
dessa borboleta mostram um alto grau de parentesco entre os individuos de uma
populacao (Di Mare e Araujo, 1986; Silva e Aradjo, 1994). Haag e Araujo (1994),
em estudo com Dryas iulia (Lepidoptera; Nymphalidae), analisaram 10 progénies,
com diferentes valores de F, do ovo até o adulto, e constataram que, geralmente,
h&a um incremento na taxa de ndo-ecloséo e inviabilidade dos ovos, a medida que
o grau de endocruzamento aumenta. Esse estudo encontrou também que as asas
de machos sdo maiores que as das fémeas, mas que o comprimento das asas
nao é diretamente influenciado pelo endocruzamento e origem da amostra.

Ha evidéncias de que existem genes para 0 reconhecimento de
parentesco, mas mais estudos sdo necesséarios a fim de elucidar a questdo de
guais sao os genes gue codificam as marcas que sao utilizadas para reconhecer
parentes, quais genes sdo responsaveis pelo tratamento diferencial dado a

parentes, e esclarecer também se o comportamento canibal seria reflexo de
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CaPiTULO 5

Discussao Geral

Através dos resultados obtidos nesse trabalho, foi possivel responder
algumas das perguntas que surgiram a partir do trabalho de De Nardin e Araujo
(2011). Neste ultimo, encontraram-se fortes evidéncias de reconhecimento de
parentesco entre as lagartas recém-eclodidas e ovos de Heliconius erato phyllis,
onde as lagartas, que podem ou néo ser canibais, canibalizam preferencialmente
ovos nao aparentados quando ha escolha. No presente trabalho, mostramos que
o reconhecimento de parentesco observado nessa espécie pode ter evoluido por
selecéo de parentesco. Os dados obtidos indicam que lagartas ndo-canibais, aqui
consideradas individuos altruistas, tém um custo, por se absterem de uma
refeicdo, que € maior no inicio do desenvolvimento, principalmente no tempo de
sobrevivéncia sem alimento, e na duracdo do primeiro instar, o que vem a refletir
uma maior duracdo da fase pré-adulta. Porém, para as outras varidveis da
ontogenia, canibais ndo parecem ter vantagens com relacdo a ndo-canibais. Com
relacdo aos beneficios para os altruistas, ndo-canibais tém o beneficio de deixar o
dobro de irméos que chegam a fase adulta do que canibais.

Porém, o que se observa é que, apesar de ndo-canibais deixarem
potencialmente mais irmaos, que podem também portar genes para
reconhecimento de parentesco, a frequéncia de canibais € relativamente alta, de
pelo menos 50% para ovos irmaos. Isso traz uma nova pergunta: por que 0O
comportamento canibal permanece nas populacdes, se ndao-canibais deixam mais
irmaos e canibais parecem ter vantagens principalmente no inicio da ontogenia?
Primeiramente, as vantagens dos canibais principalmente no inicio do
desenvolvimento e na sobrevivéncia ndo devem ser subestimadas, uma vez que
horas a mais podem fazer diferenca, por exemplo até que a lagarta caminhe e
encontre mais folhas. Além disso, numa situagdo de escassez de folhas (como

por exemplo em um ambiente degradado ou com folhas de baixa qualidade com a
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aproximacéao do inverno), como canibais se desenvolvem mais rapido no primeiro
estadio, menos folhas seriam necessérias inicialmente para alimentar esta
lagarta, e uma menor duracao do primeiro instar também esta relacionada a uma
menor suscetibilidade a predadores (em um tempo mais curto as lagartas passam
para o segundo instar, ja com um tamanho um pouco maior). Outra explicacdo
para a permanéncia do comportamento canibal é que o canibalismo pode ter
evoluido em virtude da competicdo, o que néo foi testado neste estudo. Ou seja, 0
canibalismo poderia ocorrer mais para eliminar competidores do que por
vantagens nutricionais. Porém, quando o competidor potencial € um ovo irmao,
este é menos frequentemente eliminado. Assim, o reconhecimento de parentesco
lagarta-ovo observado em Heliconius erato phyllis poderia ter evoluido em
decorréncia da competicdo, como observado por Lizé et al. (2006) em Aleochara
bilineata (Coleoptera).

A aplicagéo da regra de Hamilton de uma forma direta (rb — ¢ > 0) é dificil,
uma vez que custos e beneficios séo dificeis de medir, e muitas vezes nao estao
nas mesmas unidades. Segundo Gardner et al. (2011), os custos e beneficios da
regra de Hamilton sdo os efeitos médios da aptiddo direta e indireta de uma
predisposicao genética para um carater de interesse, que tendem a ser mediados
pelo meio ecoldgico e genético. No presente trabalho, por exemplo, os beneficios
para os altruistas foram medidos através do beneficio indireto de deixar mais
irmaos que cheguem a idade adulta, e os custos foram medidos através de
diferencas na ontogenia apresentadas por egoistas e altruistas. A solucéo
encontrada foi aplicar os resultados obtidos em duas modificagcdes da regra de
Hamilton encontradas na literatura (Eickwort, 1973 e Brown, 1975), por meio das
quais conseguimos explicar tanto a evolucao do altruismo como do egoismo nas
lagartas de H. erato phyllis. Assim podemos dizer que ha evidéncias de que o
reconhecimento de parentesco observado nessa espécie tenha evoluido por
selecdo de parentesco. Embora a teoria da aptidao inclusiva ja tenha mais de
quarenta anos, ela ainda permanece em debate. Trabalho de Nowak et al. (2010)
discute essa teoria quanto a sua capacidade de explicar a evolugcdo da
eussocialidade, dizendo que esta poderia ter evoluido independentemente da

existéncia da selecdo de parentesco, que ha poucos trabalhos que mostram
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evidéncias empiricas da teoria da aptidao inclusiva, e questionando sua base
matematica. Entretanto, este trabalho sofreu criticas, e varias respostas foram
publicadas em desacordo com grande parte do trabalho de Nowak et al. (2010)
(Abbot et al., 2011; Boomsa et al., 2011; Bourke, 2011; Ferriere e Michod, 2011;
Herre e Wcislo, 2011; Strassmann et al., 2011). As respostas discutem, entre
outros aspectos, que ha sim varias evidéncias da atuacdo da selecdo de
parentesco, a importancia do parentesco na evolucédo da eussocialidade (apesar
de ja se saber que a haplodiploidia pode ter tido uma importancia relativamente
menor para a origem da eussocialidade) e a validade da Regra de Hamilton.

Apesar de lagartas de primeiro instar reconhecerem ovos que sao irmaos
bioldgicos, preferencialmente ndo os canibalizando, lagartas nao tratam lagartas
irmas diferencialmente, nem quando duas lagartas de primeiro estadio foram
mantidas juntas, j& que nesse caso a frequéncia de canibalismo entre irmas e
nao-parentes foi a mesma, e nem quando lagartas de diferentes instares foram
submetidas a encontros. Neste ultimo teste ndo houve tratamento diferencial, nem
quanto ao canibalismo, nem em relacdo aos demais comportamentos avaliados
(indiferenca, fuga, ataque e hostilidade). O fato de n&o haver reconhecimento de
parentesco entre lagartas ndo € surpreendente, uma vez que o canibalismo
lagarta-ovo é bem mais frequente, também porque o0 ovo ndo pode se defender
ou fugir, e porque a proteina contida nos ovos provavelmente esta em estado
menos diferenciado do que nas larvas e entdo poderia ser mais eficientemente
assimilada (Michaud e Grant, 2004). A auséncia de tratamento diferencial entre
lagartas irmas e nao-parentes, juntamente com o fato de que a frequéncia de
canibalismo de ovos meio-irmdos paternos (um dos experimentos do presente
trabalho) é estatisticamente igual ao canibalismo de ovos ndo-parentes reforca a
ideia de que o sinal utilizado para reconhecer parentes esta no coérion do ovo.
Segundo Lehmann e Perrin (2002), evidéncias empiricas sugerem que as marcas
de reconhecimento usualmente se estendem em um continuo entre puramente
genéticas e primariamente ambientais, as quais devem surgir de um balanco
entre diversos fatores interagindo.

Outro resultado intrigante foi a diferenca observada no tamanho dos ovos

que deram origem a lagartas canibais e ndo-canibais, quando foram comparados
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apenas individuos que chegaram a fase adulta. Ovos de lagartas nao-canibais
foram menores do que aqueles das canibais (e do que dos controles também).
Uma analise do peso médio das pupas das fémeas que deram origem a nove
proles (usadas no artigo que trata dos efeitos do endocruzamento nessa
dissertacdo) mostrou que o peso médio da pupa da mée nao esté correlacionado
a média, moda ou mediana do peso e volume dos ovos que ela coloca (dados ndo
mostrados). Segundo Hodin (2009), a plasticidade do tamanho do ovo em insetos
€ menos conhecida do que a plasticidade no timing reprodutivo ou tamanho da
ninhada. Porém ha o exemplo do trabalho de Fox et al. (1997) que mostrou que
as fémeas de Stator limbatus (Coleoptera: Bruchidae) ajustam o tamanho de seus
ovos a qualidade da semente de seus hospedeiros da familia Fabaceae. Alguns
gafanhotos também alteram o tamanho do ovo em resposta a estimulo ambiental.
Chortophaga viridifasciata e Arphia sulphurea “tardiamente maduros” produzem
poucos ovos grandes em curtos periodos de interoviposicdo em comparagdo com
fémeas que “amadurecem” no inicio da estacdo (Landa 1992a,1992b). Na
borboleta Bicyclus anynana (Lepidoptera: Nymphalidae), a temperatura de
oviposicéo influencia no tamanho do ovo: oviposicdo a 27°C resulta em uma
reducdo maior do que 20% no tamanho do ovo do que oviposi¢ao a 20°C (Fischer
et al.,, 2003). Em Heliconius erato phyllis, entretanto, mostramos que o tamanho
dos ovos nao varia significativamente ao longo do periodo de postura da fémea,
gue se estende da metade da primavera até metade do outono aproximadamente,
até porque em dias mais frios ou muito quentes a postura diminui bastante.
Segundo Fischer e Fiedler (2001), o tamanho do ovo é uma caracteristica
particularmente interessante na evolucdo da histéria de vida, porque é
simultaneamente uma caracteristica materna e da progénie: as maes determinam
o tamanho do ovo, o que pode consideravelmente afetar a aptiddo da progénie
(Azevedo et al., 1997; Fox e Czesak, 2000). Assim, permanece uma duvida: as
fémeas de H. erato phyllis poderiam controlar o tamanho dos ovos de acordo com
a disponibilidade de passifloras, ja que o tamanho do ovo parece ter relacdo com
o comportamento canibal? O volume médio dos ovos encontrado nesse trabalho
foi similar ao relatado em trabalhos citados por Garcia-Barros (2000) (0,59 mm3) e

Rodrigues e Moreira (2002) (média 0,8 mm3), bem como as dimensdes citadas
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por Kaminski et al. (2002) (0,8 £ 0,001 mm de diametro da base do ovo e 1,481 +
0,01 mm de comprimento).

O canibalismo parece ter um forte componente ambiental, sendo que
parece ser mais comum em locais com menor disponibilidade de plantas
hospedeiras. Dados ndao mostrados nos artigos dessa dissertacdo, devido ao
pequeno tamanho amostral para algumas localidades, sugerem que onde ha
abundancia de plantas hospedeiras, a aptiddo do ndo-canibal € maior, ja que a
soma do namero de ndo-canibais e seus irmaos que chegam a idade adulta é
maior do que a de canibais com seus irmdos. Ja em locais onde hd menos
plantas hospedeiras, ou plantas de menor qualidade, a situacdo se inverte:
canibais parecem ter uma maior aptiddo. Dependendo do ambiente em que o0s
individuos se encontram, € melhor ser canibal ou nao-canibal. Esse fato,
juntamente com o0s resultados obtidos através dos cruzamentos realizados,
sugerem que o canibalismo em H. erato phyllis, embora possa ter um componente
genético, tem uma forte influéncia ambiental; em outras palavras, parece haver
uma grande plasticidade fenotipica quanto ao tamanho do ovo. Na verdade, o
componente genético parece ser o do reconhecimento de parentes. Na auséncia,
OU com poucos genes para reconhecimento, a lagarta estaria mais propensa a
canibalizar, em condi¢cdes normais.

Inicialmente, um dos objetivos dessa dissertacdo era tentar determinar o
modo de heranca do canibalismo através do cruzamento de individuos canibais
(irmaos e nao-parentes) e nao-canibais (irmaos e nao-parentes). Porém, o que se
observou é que a frequéncia de canibalismo depende do coeficiente de
endocruzamento da prole, e ndo do comportamento apresentado pelos pais
quando lagarta de primeiro estadio recém-eclodida. E com relacéo aos efeitos do
endocruzamento, além da influéncia no comportamento canibal/ndo-canibal,
observou-se que individuos filhos de irmaos (F = 0,25) tém uma mortalidade ao
longo do desenvolvimento maior, e 0os adultos sdo menores do que os filhos de
individuos nao-aparentados, embora ndo haja diferenca nas demais variaveis da
ontogenia avaliadas.

Uma questao interessante € que as borboletas coletadas em campo, em

locais com diferentes condi¢cdes de plantas hospedeiras, foram mantidas em
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insetarios, que tinham aproximadamente a mesma disponibilidade e qualidade de
plantas. Apesar disso, as proles de borboletas oriundas de locais com pouca
disponibilidade de plantas foram mais canibais do que as oriundas de locais
melhores nesse quesito. Essa informacao gera mais perguntas: teriam as fémeas
uma memoéria do local de onde vieram, e de alguma forma passariam essa
informagé&o para a prole se comportar de uma maneira ou de outra (por exemplo,
alguma forma de imprinting genémico)? Ou seria alguma variacdo populacional

guanto ao comportamento canibal/ndo-canibal?

Perspectivas

Além das questdes ja levantadas até aqui, ha muitas outras. Ja que
aparentemente ha varios genes relacionados ao reconhecimento de parentesco,
seria interessante uma abordagem molecular tentando identificar onde estéao
esses genes. Isso poderia ser feito através de uma analise de QTL (quantitative
trait loci), j& que este € um método estatistico que trata de caracteristicas
fenotipicas e genéticas, por meio da utilizacdo de marcadores moleculares que
estejam em desequilibrio de ligacdo com os alelos segregantes nos locos que
influenciam a caracteristica do tratamento diferencial dado a parentes. Dessa
forma, seria possivel responder se as diferencas observadas no fendétipo séo
devidas a poucos locos com efeitos relativamente grandes, ou muitos locos, cada
um com efeitos pequenos. No caso de H. erato ja existem mapas genéticos para
0 conjunto cromossomico (Tobler et al., 2005), que poderiam ser utilizados como
um referencial na busca por marcadores moleculares.

Outra possivel abordagem é fazer uma analise do perfil quimico do corion
do ovo, comparando irmaos e nao-parentes. Um complemento a essa analise &€,
através de marcadores moleculares, como microssatélites, avaliar o parentesco
genético entre individuos, e fazer uma correlagédo entre o perfil quimico do cérion

e o perfil genético.
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Uma questdo que néo foi respondida nessa dissertacdo foi a da relacao
entre condicbes ambientais experimentadas pela mae, por exemplo pouca
disponibilidade/ma qualidade de plantas hospedeiras e a frequéncia de ovos
pequenos ou grandes e do canibalismo. Tanto um aporte experimental como de
campo seriam suficientes para resolver esse problema.

Uma abordagem focada no comportamento canibal e reconhecimento de
parentesco em outros heliconineos também seria interessante, ja que ha relato de
poucas espécies nesse grupo que sao canibais (além de H. erato phyllis, Dryas
iulia). Assim, um estudo da filogenia do comportamento canibal seria de grande
valia para saber se se trata de uma apomorfia no grupo onde esta H. erato ou é
uma plesiomorfia.

Finalmente, para que algumas conclusdes do presente trabalho tenham
maior confiabilidade, seria interessante aumentar a amostra de cruzamentos entre

canibais e entre ndo-canibais, irméos e nao-parentes.
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