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“(...) riodinid butterflies. This extraordinary group of butterflies melds all of the
characteristics of a high tropical diversity with extreme rarity - the something that, in
my view, is distinctly and tragically the essence of Neotropical organisms”.

Philip J. DeVries (1997)

Dedicado as larvas, formigas e canelas...
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RESUMO
Neste estudo sdo descritos e ilustrados pela primeira vez aspectos da biologia e
morfologia dos estdgios imaturos de Theope thestias Hewitson, 1860 (Lepidoptera:
Riodinidae). Os registros obtidos com relacdo a utilizacdo das plantas hospedeiras
(oligofagia em Lauraceae) e formigas atendentes (mirmecofilia com Camponotus Mayr,
1861) sdo discutidos no contexto da evolu¢ao da mirmecofilia em Theope Doubleday,
1847. A ultraestrutura coridnica externa, a quetotaxia primdria e ultraestrutura
tegumentar externa das larvas e das pupas s@o descritas e comparadas com as de outras
espécies de Riodinidae. As cerdas baloniformes e 6rgaos mirmecofilicos das larvas sao
descritos quanto a ultraestrutura tegumentar externa e anatomia interna, através de
microscopia eletronica de varredura e microscopia de luz. A por¢ao glandular das
cerdas baloniformes é descrita pela primeira vez. E proposta uma nomenclatura para as
diferentes por¢des apresentada pelos 6rgaos nectdrios tentaculares de Riodinidae. As
estruturas descritas sdo discutidas quanto a funcdo na interagdo com as formigas com
base no conhecimento atual. O posicionamento dos 6rgdos perfurados em forma de

ctipula € discutido quanto a sua provéavel importancia na mirmecofilia.
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ABSTRACT
In the present study, information is provided for the first time about biology and
morphology of the immature stages of Theope thestias Hewitson 1860 (Lepidoptera:
Riodinidae). Records concerning host plants (Lauraceae oligophagy) and tending ants
(Camponotus Mayr, 1861 myrmecophily) are discussed from the Theope Doubleday,
1847 myrmecophily evolutionary perspective. Chorionic external ultra structure, larval
primary chaetotaxy, and tegument external ultra structure of both larva and pupa, are
described and compared within Riodinidae. Balloon setae and other ant-organs are
internally described, based upon light and scanning electron microscopy. The glandular
nature of the balloon setae is documented for the first time. A nomenclature is proposed
for characterizing the different sections of riodine’s tentacle nectary organs. Glandular
descriptions are discussed from their functional perspective regarding the larva - ant
interaction. Position of perforated cupola organs is also discussed in relation to their

importance in such an interaction.



CAPITULO 1
INTRODUCAO GERAL

A regido Neotropical é privilegiada com relacdo a riqueza de espécies de borboletas
quando comparada a outras regides biogeograficas (Heppner 1991, Robbins 1993).
Dentre as familias de borboletas neotropicais, destacam-se os Lycaenidae e Riodinidae,
que constituem cerca de 30% da fauna de borboletas em qualquer sitio dos neotrépicos
(Brown & Freitas 1999). O status taxondmico destes dois grupos tem sido bastante
discutido quanto a classificagdo em nivel de familia ou subfamilia (ver Eliot 1973,
Harvey 1987a, Robbins 1988, DeVries 1991a, Martin & Pashley 1992). Trabalhos
recentes, com marcadores moleculares, tém corroborado o posicionamento de
Riodinidae como grupo irmao de Lycaenidae (Campbell ez al. 2000, Campbell & Pierce
2003, Wahlberg et al. 2005). Motivo pelo qual se adotou o status de familia para
Riodinidae no presente trabalho.

Os Riodinidae sdo conspicuos pela grande variagcdo morfolégica (d’ Abrera 1994),
suas populacdes encontram-se localizadas, em microhdbitats “ideais”, sendo raras
temporal e espacialmente, mesmo quando amplamente distribuidas (Bates 1859,
Callaghan 1978, Harvey 1987a, Brown 1992). Fatores como abertura do dossel e
estrutura da vegetacdo, podem influenciar a preferéncia por um dado habitat (Alonso
2005). Além disso, parece haver uma estratificacdo vertical, pois algumas espécies
passam grande parte da sua vida adulta nas copas das drvores, descendo ocasionalmente
para dreas de clareiras, sendo raramente avistadas (DeVries 1997).

A familia Riodinidae € unica em diversos aspectos da biologia dos adultos,
incluindo mimetismo, isolamento reprodutivo por perching behavior, plasticidade
fenotipica, entre outros (e.g. Callaghan 1983, d’Abrera 1994, Miller 1996, DeVries

1997, Hall & Willmott 2000, Hall & Harvey 2002ab, Vukusic et al. 2002, Chaves 2004,



Hall 2005). O conhecimento a cerca dos riodinideos pode ser util para desvendar
aspectos chave da biologia evolutiva em 4reas tropicais, entretanto, tem sido
historicamente o grupo de borboletas menos estudado (Harvey 1987a, Hall & Harvey

2001, Hall et al. 2004).

Os estagios imaturos de Riodinidae

Riodinidae é a familia de borboletas menos conhecida com relacdo aos estdgios
imaturos, para os quais foram descritos 13-15% das espécies (Hall et al. 2004). As
poucas espécies conhecidas demonstram uma destacada diversidade de padrdes de
héabitos de vida (DeVries et al. 1994). As larvas podem ser gregdrias, semigregdrias ou
solitarias (Callaghan 1986). As larvas de muitas espécies se especializaram em itens
alimentares variados. As espécies do género FEurybia Illiger, por exemplo, sdo
especializadas em botdes e flores de Marantaceae e Zingiberaceae (Horvitz & Schemske
1984, Horvitz et al. 1987, DeVries 1997). Espécies do género Sarota Westwood sdo
especialistas em epifitas (DeVries 1988a, Hall 1998). As do género Detritivora Hall &
Harvey apresentam alimentacdo especializada em serrapilheira (Hall & Harvey 2002c).
A entomofagia, bastante difundida em algumas subfamilias de Lycaenidae (ver Cottrell
1984, Pierce 1995), também € citada para os géneros Setabis Doubleday e Alesa
Doubleday em Riodinidae (DeVries et al. 1994, DeVries & Penz 2000). Existem
suspeitas de que devam existir espécies cleptobiontes em formigueiros (DeVries 1997).
A alimentacdo nos nectérios extraflorais das plantas é comum entre os Riodinidae
(DeVries & Baker 1989, DeVries et al. 1994, DeVries 1997). Nao obstante a
diversidade de estilos de vida, as larvas podem ser divididas em dois grupos:
mirmecoxenas (sem interacdes com formigas) e mirmecoéfilas (com interagdes com

formigas) (ver Fiedler 1991, Pierce et al. 2002).



Em geral, as larvas ndo mirmecdfilas apresentam cerdas e escolos mais
desenvolvidos, com possivel funcdo defensiva (Harvey 1987b, DeVries 1992). A
associacdo com formigas em Lepidoptera é conhecida apenas para Lycaenidae e
Riodinidae (Fiedler 1991). A mirmecofilia requer adaptacdes morfoldgicas e
comportamentais especificas para conviver com as formigas (Pierce et al. 2002).
Existem duas hipéteses sobre a origem da mirmecofilia (revistos por Malicky 1970). A
primeira, denominada “mutualistica”, sugere que as formigas protegem as larvas contra
predadores em troca de secrecdes produzidas por 6rgdos especializados. A segunda,
denominada “apaziguadora”, considera que os 6rgdos especializados serviriam para
promover o apaziguamento das formigas, evitando os ataques. Vdrios autores tém
discutido teoricamente sobre a contribuicdo do mutualismo e do apaziguamento na
evolucdo dos 6rgdos larvais especializados nas interagdes com as formigas (Malicky
1970, Pierce & Mead 1981, Fiedler & Maschwitz 1988, Fiedler 1991, DeVries 1991c¢).
No entanto, as duas hipéteses ndo sdo excludentes, sendo muito dificil de separd-las
(Cottrell 1984, Pierce et al. 2002).

Nas larvas de Riodinidae sdo conhecidos cinco tipos de 6rgdos especializados na
interacdo com as formigas (DeVries 1988b, 1997, DeVries et al. 2004), os quais sdo
relacionados a seguir:

1) Orgios perfurados em forma de cipula (PCOs) - pequenas especializacdes da
epiderme distribuidas pelo tegumento, com provével funcdo de apaziguamento das
formigas (Malicky 1970, DeVries 1988b);

2) Papilas vibratérias (VP) - par de cerdas modificadas situadas na placa
protorédcica, provavelmente associada a comunicacdo vibracional com as formigas

(DeVries 1990, 1991b);



3) Orgios nectdrios tentaculares (TNOs) - par de glandulas eversiveis presentes
dorsalmente no oitavo segmento abdominal, que secreta um liquido rico em
aminodcidos do qual as formigas se alimentam (Ross 1964, DeVries 1988b, DeVries &
Baker 1989);

4) Orgidos tentaculares anteriores (ATOs) - par de 6érgdos eversiveis situados no
terceiro segmento tordcico, supostamente responsavel pela comunica¢do quimica entre
larvas e formigas (Ross 1966, DeVries 1988b);

5) Glandula cervical (CG) - glandula eversivel situada ventralmente no protérax,
provavelmente associada a disseminacdo de semioquimicos (DeVries et al. 2004, L.

Kaminski dados inéditos).

O género Theope

Theope Doubleday, 1847 é o género mais diverso de riodinideos mirmecoéfilos.
Atualmente sdo reconhecidas 69 espécies (Callaghan & Lamas 2004). Os adultos sdo
muitas vezes confundidos com Lycaenidae devido a coloragcdo azulada na face dorsal,
contrastando com a coloracdo pdlida da face ventral (DeVries 1997). O género € pouco
coletado e representado nas colecOes. Muitas espécies sdo conhecidas apenas pela
descricdo original (Brown 1993, d’ Abrera 1994, DeVries 1997, Hall 1999).

Os estagios imaturos sao conhecidos para apenas 12% das espécies, sendo que nao
existe nenhum ciclo de vida completo publicado (Hall 1999, Hall 2002). A primeira
descricdo de imaturos foi feita por Guppy (1904) e posteriormente por Kirkpatrick
(1954), para espécies associadas ao cacau (Theobroma cacao), em Trinidad.
Recentemente, foram publicados novos dados sobre os estdgios imaturos (Harvey
1987a, DeVries et al. 1994, DeVries 1997). Das espécies cujas larvas ja foram descritas,

todas sdo mirmecofilas, associados a subfamilia Dolichoderinae (Formicidae) (DeVries



et al. 1994, DeVries 1997, Hall 1999). DeVries & Poinar (1997) descrevem um f6ssil
em ambar datado entre 15-25 milhdes de anos de uma possivel larva de Theope com
adaptacdes a mirmecofilia. A principal caracteristica das larvas de Theope notada por
Guppy (1904) é a presenca de uma coroa de cerdas infladas presentes no protérax
(balloon setae). Segundo DeVries (1997), estas estruturas estariam relacionadas a
mirmecofilia, exercendo uma funcdo andloga aos ATOs. A recente descoberta de
balloon setae em gé€neros nao mirmecodfilos de Riodinidae proporcionou um novo
debate com relacdo a evolugao e funcgao destas estruturas (Hall et al. 2004, Cock & Hall
2004).

Theope thestias Hewitson, 1860 se distribui amplamente na regido neotropical,
sendo a espécie com ocorréncia mais austral (Hall 1999). Apesar de ser uma das
espécies de Theope mais abundantes em cole¢des (Hall 1999), hé localidades em que a
espécie € considerada rara (Brown 1992). No Rio Grande do Sul, Biezanko et al. (1978)
citam como escassa e local com base em espécimes coletados proximos a Pelotas, em
meados do século passado (Kriiger & Silva 2003). Em dez anos de levantamentos
intensivos em vdarios locais do Rio Grande do Sul, realizados pelo projeto “Borboletas
do Rio Grande do Sul” do Laboratério de Bioecologia de Insetos da UFRGS,
registraram-se apenas dois individuos de T. thestias (Romanowski et al. 2003, Paz
2005). Pouco se sabe sobre a biologia desta espécie, sendo que os estdgios imaturos sao
totalmente desconhecidos.

Hall (2002) prop6s uma filogenia para o género Theope e géneros afins utilizando
somente morfologia do adulto, devido a falta de informacao sobre os demais estdgios.
Tendo em vista que o conhecimento dos estdgios imaturos tem se mostrado de grande
importincia na identificacdo e/ou sistematica filogenética de Lepidoptera (Kitching

1985, Miller 1991, Penz 1999, Freitas & Brown 2004), o objetivo deste estudo €



ampliar o conhecimento sobre a histéria natural e morfologia de Riodinidae, bem como,
fornecer a primeira descri¢do completa de um ciclo de vida para o género Theope.

O presente projeto foi motivado pela descoberta de um grande nimero de larvas e
formigas em simbiose, localizadas em uma &arvore de Canela-amarela (Nectandra
oppositifolia Nees) ao lado do prédio do Departamento de Zoologia UFRGS, no verao
de 2003. A partir de larvas criadas foi possivel identificar a borboleta como sendo 7.
thestias. A revisao da literatura disponivel sobre o género proporcionou a detec¢io de
que alguns aspectos da morfologia e do comportamento observados em 7. thestias
diferiam do descrito para outras espécies de Theope, principalmente, quanto as formigas
atendentes e plantas hospedeiras. A andlise dos estigios imaturos em microscopia
eletronica de varredura pode proporcionar maiores avangos no entendimento das
interacdes simbidticas, bem como, as relagdes filogenéticas entre os géneros de
Riodinidae.

No primeiro artigo (Capitulo 2), descreve-se e discute-se aspectos da histdria
natural e da morfologia dos estdgios imaturos de 7. thestias. No segundo (Capitulo 3),
sdo descritos a ultraestrutura tegumentar externa e a anatomia interna das cerdas

baloniformes e dos 6rgaos mirmecofilicos das larvas de T. thestias.
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Resumo

Aspectos da biologia e morfologia dos estdgios imaturos de Theope thestias Hewitson
sao descritos e ilustrados pela primeira vez. Os registros obtidos com relagdo a
utilizacdo das plantas hospedeiras (oligofagia em Lauraceae) e formigas atendentes
(mirmecofilia com Camponotus) sao discutidos no contexto da evolucdo da
mirmecofilia em Theope. A ultraestrutura coriOnica externa, a quetotaxia primadria e a
ultraestrutura tegumentar externa das larvas e das pupas sao descritas e comparadas com

outras espécies de Riodinidae.

Palavras chave: Camponotus, Formicidae, Lauraceae, mirmecofilia, Neotropical,

planta hospedeira, simbiose.

Introducao

Comparada a outras regides biogeogréficas, a regidao Neotropical possui uma fauna de
borboletas bastante rica em nimero de espécies, (Heppner 1991, Robbins 1993). Entre
as familias de borboletas neotropicais destaca-se Riodinidae, que compreende
aproximadamente 1300 espécies, das quais 95% sdao endémicas da regido (Harvey
1987a, DeVries 1997, Hall 2002, Hall & Harvey 2002, Callaghan & Lamas 2004).

O status taxondmico de Riodinidae tem sido bastante discutido nas ultimas trés
décadas. Alguns autores a consideram como uma subfamilia de Lycaenidae (ver Eliot
1973, Harvey 1987a, Robbins 1988, DeVries 1991a, Martin & Pashley 1992). No
entanto, trabalhos recentes, com marcadores moleculares, tém corroborado o
posicionamento de Riodinidae como uma familia irma@ de Lycaenidae (Campbell et al.

2000, Campbell & Pierce, 2003, Wahlberg et al. 2005).
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Os Riodinidae t€m sido historicamente o grupo de borboletas menos estudado
(Harvey 1987b, Hall & Harvey 2001, Hall et al. 2004). Com relacdo aos estdgios
imaturos, existem informacdes para apenas 13-15% das espécies (Hall et al. 2004).
Apesar da escassez de informagdes, € destacada a variedade de padrdes de hébitos de
vida (DeVries et al. 1994). As larvas podem ser gregdrias, semigregdrias ou solitdrias
(Callaghan 1986). Quanto a alimentacdo, sdo conhecidas larvas especializadas em
flores, nectarios extraflorais, epifitas, detritivoras, cleptoparasitas ou entomoéfagas
(Bruch 1926, Bourquin 1953, Ross 1964, 1966, Horvitz et al. 1987, DeVries 1988a,
1997, DeVries et al. 1994, DeVries & Baker 1989, DeVries & Penz 2000, Callaghan
2003). Nao obstante a diversidade de estilos de vida, as larvas podem ser classificadas
em dois grupos: mirmecdoxenas (sem interacdo com formigas) e mirmecdfilas (com
relacdes simbidticas com formigas) (ver Fiedler 1991, Pierce et al. 2002).

Theope Doubleday, 1847 é amplamente distribuido na regido Neotropical, do
México central ao sul do Brasil (Hall 1999). Atualmente sdao reconhecidas 69 espécies
(Callaghan & Lamas 2004), representando o género mais diverso de riodinideos
mirmeco6filos. A maioria das espécies € rara, e muitas sdo conhecidas apenas pelas
descricdes originais (Brown 1993, d’ Abrera 1994, DeVries 1997, Hall, 1999).

Quanto aos estdgios imaturos de Theope, as informagdes sdo fragmentadas e
restritas a apenas 12% das espécies, ndo existindo nenhum ciclo de vida completo
publicado até o momento (Hall 1999, Hall 2002). A primeira descri¢do de imaturos foi
feita por Guppy (1904) e posteriormente por Kirkpatrick (1954), para larva e pupa de
Theope eudocia Westwood, 1851 e Theope foliorum Bates, 1868, ambas espécies
associadas ao cacau (Theobroma cacao), em Trinidad. Apenas recentemente foram
publicadas novas informacdes sobre os estidgios imaturos de Theope (ver Harvey 1987a,

DeVries et al. 1994, DeVries & Hall 1996, DeVries 1997, Hall et al. 2004).
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Adicionalmente, DeVries & Poinar (1997) descrevem um f6ssil de uma possivel larva
de Theope em ambar, datado entre 15-25 milhdes de anos. As larvas das espécies
conhecidas s@o citadas como mirmecdfilas obrigatérias com formigas Dolichoderinae
(DeVries et al. 1994, DeVries 1997, Hall 1999), com exce¢ao de um registro para
Myrmicinae (DeVries & Hall 1996, DeVries 1997). Guppy (1904) caracterizou as
larvas de Theope pela presenca de uma coroa de cerdas infladas localizadas na placa
protordcica, denominadas cerdas baloniformes (= balloon setae). Segundo DeVries
(1997), estas estruturas estariam relacionadas a mirmecofilia. A recente descoberta
destas cerdas em gé€neros nao mirmecoéfilos de Riodinidae proporcionou um novo
debate com relacdo a evolucdo e funcdo destas estruturas (Hall et al. 2004, Cock & Hall
2004).

Theope thestias Hewitson, 1860 apresenta ampla distribuicdo geografica, das
Guianas ao sul do Brasil (Hall 1999), sendo a espécie de Theope com ocorréncia mais
austral. O adulto possui coloracdo predominante azul na face dorsal e cinza, na face
ventral, com tonalidades de violeta e uma mancha amarela na base das asas (Figs. 1-4,
19). Os sexos sdo distinguiveis pela predomindncia de azul na face dorsal da asa
anterior ¢ maior intensidade da mancha amarela ventral na fémea (Hall 1999).
Brévignon & Gallard (1999) registraram um macho em comportamento de perching
entre 12:00 e 13:00 horas. E considerada rara e citada em flores na Serra do Japi, Sdo
Paulo (Brown 1992). Biezanko et al. (1978) citam T. thestias como escassa e local para
regido sudeste do Rio Grande do Sul. Nenhuma informacdo adicional € disponivel na
literatura sobre a biologia desta espécie, sendo que os estdgios imaturos sdo totalmente
desconhecidos.

Hall (2002) propds uma filogenia para o género Theope e géneros afins
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FIGURAS 1-4. Adulto de Theope thestias. 1, macho em vista dorsal; 2, macho em vista

ventral; 3, fémea em vista dorsal; 4, fémea em vista ventral. Barra = 0.6 cm.
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utilizando somente a morfologia do adulto, devido a falta de informacdo sobre os
demais estdgios. Tendo em vista que o conhecimento dos estidgios imaturos tem se
mostrado de grande importancia em estudos filogenéticos de Lepidoptera (e.g. Kitching
1985, Miller 1991, Penz 1999, Freitas & Brown 2004), o presente trabalho tem o intuito
de ampliar o conhecimento sobre a morfologia e biologia de Riodinidae, bem como,

fornecer a primeira descricao completa de um ciclo de vida para o género Theope.

Material e Métodos

Coleta de material. Estagios imaturos de 7. thestias foram coletados em diversos locais
do sul e sudeste do Brasil (Tabela 1). Os locais, datas de coletas e quantidade de
estagios imaturos coletados foram os seguintes: Itirapina, SP, 02.X.2005, (n = 3); Mogi
das Cruzes, SP, 13.1V.2006, (n = 2); Curitiba, PR, 01.VI.2005, (n > 10); Joinville, SC,
31.V.2005, (n = 2); Torres, RS, (17.1.2005), (n = 4); Terra de Areia, RS, 11.1V.2003,
27.XI1.2004 (n > 20); Maquiné, RS, 26.V1.2004; 24.V1.2005, 26.111.2006 (N >20);
Porto Alegre, RS, 25.11.2003, 08.IV.2003, 05.V.2003, (n > 40). A quantidade de
imaturos coletados ndo reflete a abundancia local, uma vez que o esfor¢co de coleta foi
diferente entre as localidades. Durante as coletas registrou-se a presenca ou a auséncia
de formigas atendendo as larvas por planta hospedeira. Esta informacao foi utilizada
para verificar se as larvas sdo preponderantemente atendidas pelas formigas. As
formigas associadas foram coletadas, fixadas em etanol a 70%, identificadas e tombadas
na colecio do Laboratério de Insetos Sociais, Universidade do Vale dos Sinos
(UNISINOS), Sao Leopoldo, Rio Grande do Sul. As plantas hospedeiras foram
herborizadas, identificadas (Rohwer 1986, 1993) e depositadas no Herbario do

Departamento de Botanica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),



TABELA 1. Registros de plantas hospedeiras e formigas atendentes de Theope thestias em diferentes localidades do Sul e Sudeste do Brasil.

Fitofisionomias: CSS, cerrado sensu stricto; FOD, floresta ombroéfila densa; FOM, floresta ombroéfila mista.

Localidades

Fitofisionomia / altitude

Plantas hospedeiras

Formigas atendentes

Sao Paulo
Itirapina (21°15°S, 47°49°W)

Mogi das Cruzes (23°14’S, 46° 36’W)
Parana

Curitiba (24°58’S, 49°05’W)

Sédo José dos Pinhais (25°34°S, 49°10°W)*
Santa Catarina

Joinville (26°19’S, 48°50’W)

Rio Grande do Sul

Terra de Areia (29°30’S; 50°06°W)

Torres (29°33’S; 49°72°W)
Maquiné (29°35’S, 50°16°W)
Porto Alegre (30°05°S, 51°10°W)

CSS /900 m

FOD /500 m

FOM / 800 m

FOM / 800 m

FOD /400 m

FOD /30 m

FOD /20 m

FOD /150 m
FOD /100 m

Ocotea pulchella (Lauraceae)

Nectandra oppositifolia (Lauraceae)

Ocotea nutans (Lauraceae)

Nectandra grandiflora (Lauraceae)

O. nutans

N. oppositifolia

N. oppositifolia

N. oppositifolia

N. oppositifolia
N. oppositifolia

Camponotus crassus Mayr, 1862
Camponotus rufipes Fabricius, 1775

ndo registrada

Camponotus aff. blandus (Smith, 1858)
C. rufipes

ndo registrada

nao registrada

Camponotus sericeiventris Guérin, 1838
Camponotus aff. lespesi Forel, 1886
C. rufipes
ndo registrada
C. aff. lespesi
Camponotus mus Roger, 1863

C. aff. lespesi

* Jorge S.S. Bizarro (Universidade Federal do Parand, comunicagdo pessoal).

IC
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Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Os estdgios imaturos de 7. thestias foram separados
por estagios e fixados em fluido de Dietrich e preservados em etanol a 70%. A cada
ecdise as capsulas cefélicas (extvias) eram recolhidas e guardadas a seco. Material
testemunho dos estdgios imaturos de 7. thestias encontra-se depositado sob o nimero
135, na cole¢ao do Laboratério de Morfologia e Comportamento de Insetos (LMCI),
Departamento de Zoologia, UFRGS, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.

Criacdo dos estdgios imaturos. Os espécimes (ovos, larvas e pupas) coletados
em campo foram levados ao laboratério e criados em camara climatizada com
temperatura controlada (25 + 1°C). Os ovos foram mantidos em placas de Petri com
papel filtro umedecido até a eclosdo. As larvas foram criadas em recipientes plasticos de
400 ml com folhas da planta hospedeira que eram oferecidas ad libitum.

Caracterizacdo do dano na folha. Partes da folha intacta e comida pela larva
foram fixadas em F.A.A. (formol 40%: acido acético glacial: dlcool 50%, 5:5:90). Em
seguida, o material foi cortado e corado conforme protocolo adotado no Laboratério de
Anatomia Vegetal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais. Os cortes foram montados entre lamina e laminula e observadas e
fotografadas em microscépio Olympus® CH30.

Estatistica. Os resultados obtidos quanto a presenga ou auséncia de formigas
atendendo as larvas por planta hospedeira foram comparados por meio de teste xz,
calculado a partir da freqiiéncia esperada de ocorréncia ao acaso (Zar 1999).

Anadlises morfologicas. Os aspectos morfoldgicos genéricos foram estudados a
partir de material fixado. Para a descri¢do da quetotaxia primaria, foram confeccionadas
laminas a partir de extvias e larvas dissecadas e clarificadas em solucdo de hidréxido de
potassio (KOH) a 10%. As laminas foram montadas em gelatina glicerinada e cobertas

com laminula. As medi¢des, observagdes e ilustracdes relativas a morfologia genérica
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foram efetuadas em uma lupa Spencer®, com o auxilio de uma escala e/ou grade
micrométrica acopladas a ocular. As ilustracdes e andlises microscopicas foram
baseadas na comparagdo de, no minimo, cinco exemplares. O padrao de coloracao dos
estagios imaturos foi registrado in vivo, a partir de fotos realizadas com uma camera
fotogréfica digital Nikon® Coolpix 995. No caso do ovo e instares larvais iniciais, as
fotos foram realizadas com a cAmera fotografica acoplada a uma lupa Zeiss® Stemi
DV4. As amostras destinadas a microscopia eletronica de varredura foram preparadas
de acordo com o seguinte protocolo: desidratagdo em ponto critico com aparelho Bal-
tec® - CPD 030, montagem sobre fita dupla face em suportes metélicos, metalizaco
com ouro em um aparelho Bal-tec® — SCD 050. As micrografias foram efetuadas em um
microscépio eletronico de varredura JEOL® JSM-5800.

Terminologia. Para a descri¢ao do estdgio de ovo, foi utilizada a nomenclatura
proposta por Downey & Allyn (1980, 1981) e Dell’Erba et al. (2005). Para a quetotaxia
da cépsula cefélica, utilizou-se o sistema proposto por Stehr (1987). As cerdas do labro
seguiram a terminologia de Peterson (1962). Para a quetotaxia do térax e abddomen,
adotou-se a nomenclatura de Stehr (1987). Os 6rgdos perfurados em forma de cipula
(PCOs) foram nomeados de acordo com o sistema de nomenclatura proposto por
Ballmer & Pratt (1992) e seguido por Duarte er al. (2005). A terminologia utilizada na
descricdo da pupa foi a de Mosher (1916), Dias (1980) e Duarte et al. (2005). Para os

orgdos associados a mirmecofilia, utilizou-se a nomenclatura de DeVries (1988b).

Resultados
Histoéria natural
As larvas de T. thestias foram coletadas somente sobre espécies de Lauraceae, no sul e

sudeste do Brasil, em canelas dos géneros Nectandra Rol. ex Rottb e
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FIGURAS 5-6. Aspecto do dano provocado pela alimentacdo da larva de Theope
thestias na face adaxial das folhas de Nectandra oppositifolia. 5, vista geral da planta
com folhas comidas; 6, detalhe da face adaxial de uma folha comida (retangulo da Fig.

5). Barras = 8 e 2 cm, respectivamente.
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FIGURAS 7-8. Caracterizacdo em microscopia de luz do dano provocado pela
alimentacdo da larva de Theope thestias em folhas de Nectandra oppositifolia. 7, por¢ao
foliar intacta; 8, por¢do foliar comida. eb, epiderme abaxial; ed, epiderme adaxial; pl,

parénquima lacunoso; pp, parénquima pali¢adico. Barras = 100 pm.
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FIGURAS 9-11. Estdgios imaturos de Theope thestias em interacdes simbidticas com

3

formigas. 9, larva de 4° instar sendo atendida por Camponotus aff. lespesi; 10, larva de
5° instar e pupa sendo atendida por Camponotus mus, seta indica formiga interagindo
com as cerdas baloniformes; 11, larva de 5° instar sendo atendida por Camponotus

sericeiventris, seta indica formiga antenando as glandulas nectariferas. Barras = 0.2 cm.



27

FIGURAS 12-19. Theope thestias. 12, ovo em vista anterior; 13, larva de 1° instar em

vista latero-dorsal; 14, larva de 2° instar em vista dorsal; 15, larva de 3° instar em vista
dorsal; 16, larva de 4° instar em vista dorsal; 17, larva de 5° instar em vista dorsal; 18,
pupa em vista lateral; 19, adulto recém emergido. Barras = 0.3; 0.3 e 0.5 mm; 0.1; 0.2;

0.3, 0.2 e 0.4 cm, respectivamente.
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Ocotea Aubl. (Tabela 1). Na Serra Geral, acima de 800 m, as larvas utilizam Nectandra
grandiflora Nees et Mart. ex Nees e Ocotea nutans (Nees). Em altitudes mais baixas
(20-500 m), Nectandra oppositifolia Nees. No interior de Sao Paulo, em uma érea de
Cerrado sensu stricto, as larvas foram encontradas utilizando Ocotea pulchella Nees et
Mart. ex Nees.

As larvas podem ser localizadas em campo através do dano deixado, apds a
alimentacdo na face adaxial das folhas (Figs. 5-6). A larva se alimenta apenas da
epiderme adaxial e parénquima palicddico, deixando intactos o parénquima lacunoso e a
epiderme abaxial (Figs. 7-8).0s ovos sdo depositados nas folhas, tanto na face adaxial
quanto na face abaxial, geralmente proximo a nervura central ou danos antigos. A fémea
deposita de um a cinco ovos por folha (n = 10), sendo que as larvas nao se alimentam do
corio. O estdgio larval compreende cinco instares, com mudangas na coloracdo ao
decorrer da ontogénese (Figs. 13-17). As larvas podem ser encontradas isoladas ou em
grupos de até cinco individuos. A partir do 2° instar, sdo atendidas por formigas. Nas
interacdes, as formigas tocam constantemente as antenas no corpo das larvas,
principalmente nas cerdas baloniformes e 6rgdos nectarios tentaculares (Fig. 9-11). As
cerdas baloniformes sdo antenadas e prensadas pelas mandibulas das formigas
atendentes, porém nao foi detectada mudanca de comportamento destas apds a interagdao
com a cerda. A larva empupa na propria planta hospedeira, geralmente na base do limbo
foliar e préxima a outras larvas e pupas (Fig. 10). A pupa também ¢ atendida por
formigas. As larvas sdo encontradas em campo comumente sem a presenca de formigas
atendentes, ndo havendo diferenca estatistica entre a presenca e a auséncia de formigas
atendendo as larvas (x2 = 0.043, gl = 1, P = 0.835, n = 23). No entanto, todas as

formigas atendentes encontradas com as larvas e pupas de 7. thestias pertenciam ao

género Camponotus Mayr (Formicinae) (Tabela 1).
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Descricao dos estagios imaturos

Ovo (Figs. 12, 20-24). Coloragao castanho-clara (Fig. 12). Com medidas (média + erro
padrdo, n = 10) para o didmetro e altura iguais a 0.648 + 0.009 mm e 0.240 + 0.008 mm,
respectivamente. Possui formato cilindrico, com base achatada e dpice plano (Fig. 20).
A regido micropilar € alargada e situa-se no polo anterior do ovo (Fig. 20). O anulo é
formado por células com angulos retos, e a roseta formada por uma fileira de células
petaliformes que circundam a abertura das micrépilas, no centro da regido micropilar
(Fig. 23). O exocério € liso, com carenas que delimitam células heptagonais ou
hexagonais na regido lateral do ovo (Figs. 21-22). Na por¢ao inferior do ovo, o vértice
das carenas é pronunciado (Fig. 22). Na por¢do superior, as carenas delimitam células
heptagonais que apresentam bordas expandidas (Fig. 21), sugerindo a presenca de uma
camara de ar internamente ao corio (plastron sensu Hinton 1981). No vértice destas

carenas expandidas situam-se as aerdpilas (Figs. 21, 24).

Primeiro instar (Figs. 13, 25-40). Possui coloracdo geral alaranjada com pequenas
manchas esbranquicadas. Cdpsula cefélica castanha. Estdo presentes cerdas longas e
plumosas, translicidas e com base castanha (Fig. 13). A cdpsula cefélica possui formato
oval e disposi¢do hipognata (Fig. 25). Frontoclipeo sem sutura frontoclipeal evidente. O
labro € bilobado e separado do frontoclipeo por uma regido membranosa (anteclipeo).
Antena inserida em uma regido membranosa lisa (antacéria), com trés articulos
projetados lateralmente: primeiro articulo curto e alargado; o segundo comprido e com
sensilas e o terceiro bastante reduzido também com sensilas. Apresenta seis estemas de
tamanhos aproximados. Os estemas 1-5 estdo distribuidos em forma de semicirculo; o

estema 6 posiciona-se posterior aos demais (Figs. 26, 31).
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FIGURAS 20-24. Ovo de Theope thestias em microscopia eletronica de varredura. 20,

vista lateral; 21, células superiores; 22, célula inferior; 23, regido micropilar; 24,

aeropila. Ac, aerdpila. Barras = 200, 20, 20, 10 e 5 wm, respectivamente.
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O corpo € achatado dorso-ventralmente com os segmentos bem delimitados em
vista dorsal (Fig. 17). O tegumento € coberto por microtriquias que podem ser de dois
tipos: curtas e rombudas na regido dorsal (Fig. 35), projetadas e afiladas na regido
latero-ventral (Fig. 36). Os espirdculos s@o circulares, com o peritrema elevado e com
franjas tentaculares encobrindo a abertura (Fig. 37); posicionados em linha na regiao
lateral da larva, com excec¢do do 2° e 8° segmentos abdominais, onde se encontram
deslocados dorsalmente. O espirdculo do protérax e do 8° segmento abdominal sdo
ligeiramente maiores que os demais. As pernas tordcicas nao diferem entre si quanto ao
tamanho. Nas pernas estdo presentes diversas cerdas, com destaque para as tarsais
(grupo Ts sensu Miller 1991), em nimero de quatro: Ts1, Ts2, Ts3 e Ts4, sendo que a
cerda Ts4 apresenta formato de garra. Apesar do primeiro instar ndo ter apresentado
associacdo com formigas, as aberturas do par de 6rgdos nectdrios tentaculares ja sao
visiveis no 8° segmento abdominal (Fig. 38). Os larvépodos estdo localizados no 3° ao
6° e 10° segmentos abdominais (Fig. 30). Os larvépodos possuem uma “almofada” (=
fleshy pad) que apresenta a superficie estriada (Fig. 40). Os ganchos dos larvopodos
estdo dispostos em mesosséries interrompidas, unisseriais € uniordinais.

Quetotaxia cefélica (Figs. 25-26). A cdpsula cefélica apresenta 17 pares de
cerdas (incluindo microcerdas), dois pares de 6rgdos perfurados em forma de cipula
(PCOs) e 11 pares de poros. Estes foram agrupadas em 10 grupos de acordo com a
posicao:

Grupo adfrontal (AF). Estdo ausentes as cerdas adfrontais AF1 e AF2
usualmente presentes em Lepidoptera (Stehr 1987). Poro AFa préximo ao angulo
superior do frontoclipeo e dorsal em relacdo ao 6rgdo perfurado em forma de cipula

AFL.



32

FIGURAS 25-26. Quetotaxia da cdpsula cefdlica da larva de 1° instar de Theope
thestias. 25, vista frontal (cerdas do lado direito omitidas); 26, vista lateral. A, grupo
anterior; AF, grupo adfrontal; C, grupo clipeal; CD, grupo céfalo-dorsal; F, grupo
frontal; L, grupo lateral; MG, grupo microgenal; P, grupo pdstero-dorsal; S, grupo

estematal; SS, grupo subestematal. Barra = 60 pm.
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FIGURAS 27-30. Quetotaxia da larva de 1° instar de Theope thestias. 27, vista dorsal

Vi —

(cerdas do lado direito omitidas); 28, placa protordcica (cerdas do lado esquerdo
omitidas); 29, placa anal (cerdas do lado esquerdo omitidas); 30, vista latero-ventral. A,
segmento abdominal; D, grupo dorsal; L, grupo lateral; PP, grupo paraproctal; SD,
grupo subdorsal; sp, espirdculo; SS, grupo supraespiracular; SV, grupo subventral; T,

segmento tordcico; V, grupo ventral. Barras = 250, 100, 100 e 250 pm, respectivamente.
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Grupo anterior (A). Cerdas Al, A2 e A3 semelhantes no comprimento; cerda A2
proxima a drea adfrontal. Poro Aa posicionado entre as cerdas A2 e A3.

Grupo clipeal (C). Cerdas C1 e C2 curtas. O poro Ca descrito para diversos
Lycaenidae (Wright 1983; Ballmer & Pratt 1992; Duarte et al. 2005) estd ausente em 7.
thestias.

Grupo céfalo-dorsal (CD sensu Duarte et al. 2005, =V sensu Hinton 1946, =MD
sensu Stehr 1987). Microcerda CD1 ventral e CD2 central em relacio a CD3 que é
dorsal. Poro CDa posicionado entre CD2 e CD3.

Grupo frontal (F). Cerda F1 ausente. Poro Fa ventral em relacdo ao PCO (FL).

Grupo lateral (L). Cerda L1 préximo ao estema 1. Poro La ausente.

Grupo microgenal (MG). Microcerda MG1 posterior ao poro MGa.

Grupo péstero-dorsal (P). Cerda P1 maior e ventral em relagdo a P2. Poro Pa
préoximo a AFL. Poro Pb dorsal, formando um triangulo com as cerdas P1 e P2.

Grupo estematal (S). Cerda S1 posicionada entre os estemas 1 e 6. Cerda S2
posterior ao estema 6. Poro Sa ventral em relacdo ao estema 5, e poro Sb associado ao
estema 4.

Grupo subestematal (SS). A cerda SS1 é mais ventral do grupo, préximo a
inser¢cdo da antena. SS2 associada ao estema 5. SS3 posterior a SS1 e ventral em relacdo
a SS2. Poro SSa ventral em relagdo a SSb.

O labro apresenta seis pares de cerdas e um par de poros. As cerdas M1 e M2
estdo posicionadas em linha proxima a metade do labro. M3 situa-se proximo a margem
do labro, ventral em relacdo a M1. As cerdas LA1, LA2, LA3 encontram-se na margem
do labro. O poro Ma situa-se entre as cerdas M2 e M3. Em cada mandibula, estdo

presentes duas cerdas que nao foram nominadas.
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No corpo, estdo presentes 125 pares de cerdas do tipo calaza, exceto a cerda SD1
da placa protordcica a qual encontra-se inserida em uma pindcula (Fig. 33). Apresenta
23 pares de 6rgaos perfurados em forma de cipula distribuidos em cinco grupos de
acordo com a posi¢ao (dorsal DL, subdorsal SDL, supraespiracular SSL, subventral
SVL e paraproctal PPL). Poros e microcerdas estdo presentes no corpo, mas foram
omitidos na descricao da quetotaxia.

Protérax (Figs. 27-28, 30, 33). 10 pares de cerdas e trés pares de PCOs. Na placa
protordcica estdo presentes as cerdas D1, D2, SDI1, SD2, XD1, XD2 e uma cerda
indeterminada (Fig. 28), bem como, dois pares de PCOs (DL e SDL). L1 dorsal
posicionada entre a placa protoracica e o espiraculo protordcico. Grupo subventral com
a cerda SV1 maior que SV2, localizada entre SV2 e SVL. Cerda V1 ventral em relagao
a perna protoracica.

Meso- e metatérax (Figs. 27, 30). Oito pares de cerdas e dois pares de PCOs.
Cerdas D1 e D2 bifurcadas, sendo D1 maior e posicionada dorsalmente em relagdo a
D2. DL entre D1 e D2. Cerdas SD1, L1 e L2 posicionadas em linha na lateral do corpo.
Cerda SV1 maior que SV2, e localizada entre SV2 e SVL. Cerda V1 ventral em relagao
a perna protordcica. O metatérax possui oito pares de cerdas e 1 par de PCO (SVL) e
difere do mesotdrax pela auséncia dos 6rgdos perfurados (DL).

1° segmento abdominal (Figs. 27, 30, 35). Sete pares de cerdas e dois pares de
PCOs. Cerdas dorsais D1 e D2 bifurcadas e localizadas de forma semelhante ao meso e
metatérax. Os orgdos perfurados DL e SDL (Fig. 35) possuem aproximadamente 20 wm
de largura, e sdo muito maiores que os demais PCOs que em geral ndo ultrapassam 5
pum (Figs. 33, 36), além do tamanho, se diferenciam dos demais PCOs por serem

concavos. Cerdas SD1, L1 e L2 alinhadas na lateral do corpo, semelhante ao metatérax.
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FIGURAS 31-36. Larva de 1° instar de Theope thestias em microscopia eletronica de

varredura. 31, cdpsula cefdlica em vista latero-ventral; 32, pecas bucais em vista antero-
lateral; 33, detalhe da placa protordcica mostrando cerdas subdorsais (SD1 e SD2) e um
orgdo perfurado em forma de cdpula (SDL); 34, cerdas dorsais em vista lateral (D1 e
D2); 35, orgdos perfurados em forma de cupula do 1° segmento abdominal em vista
dorsal (DL e SDL); 36, 6rgao perfurado em forma de cipula (= SSL) do 4° segmento

abdominal. Barras = 100, 50, 10, 50 e 5 um, respectivamente.
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FIGURAS 37-40. Larva de 1° instar de Theope thestias em microscopia eletronica de

varredura. 37, espirdculo abdominal; 38, abertura da glandula nectarifera; 39, detalhe da
cerda arborescente da placa anal; 40, larvépodo do 5° segmento abdominal em vista
ventral. DL, 6rgdo perfurado em forma de cipula dorsal; cr, ganchos do larvépodo; fp,
almofada do larvépodo; SDL, 6rgdo perfurado em forma de cipula subdorsal. Barras =

5, 15,5 e 20 um, respectivamente.
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Lateralmente, e ventral a L1 situam-se a cerda L3 e o PCO SSL. Grupo subventral
ausente e cerda V1 ventral.

2° e 7° segmentos abdominais (Figs. 27, 30). Ambos segmentos com quetotaxia
semelhante, nove pares de cerdas e um par de PCOs. Cerdas dorsais da mesma forma
que no 1° segmento abdominal. SD1, L1 e L2 posicionadas em linha na lateral do corpo
com a adicdo da cerda SD2, localizada anterior em relacdo a SDI. L3 e SSL
semelhantes ao 1° segmento abdominal. Grupo subventral com a cerda SVI1 curta e
dorsal em relacdo a cerda V1.

3° ao 6° segmentos abdominais (Figs. 27, 30, 34, 40). 11 pares de cerdas e dois
pares de PCOs por segmento. Cerdas D1 e D2 bifurcadas, sendo D1 maior eposicionada
dorsalmente em relacdo a D2. PCOs dorsais e subdorsais ausentes. Cerdas SD1, SD2,
L1 e L2 alinhadas na lateral do corpo, semelhante ao 2° segmento abdominal. L3 e SSL
também semelhantes ao 2° segmento abdominal. Cerdas subventrais SV1 e SV2
inseridas na base do larvépodo, assim como o PCO SVL que se localiza posteriormente
a SV1. Cerdas V1 e V2 ventrais em relagdo ao larvopodo.

8° segmento abdominal (Figs. 27, 30, 38). 10 pares de cerdas e trés pares de
PCOs. Cerdas D1 e D2 bifurcadas, sendo D1 maior e posicionada dorsalmente em
relacdo a D2. Posterior a D1 estd presente uma cerda sem bifurcacdo cuja homologia
nao foi definida (Fig. 27). PCOs DL e SDL posicionadas préximas a abertura do TNO
(Fig. 38). Cerdas SDI1, SD2, L1 e L2 posicionadas em linha na lateral do corpo
semelhante ao 7° segmento abdominal, porém com a adicdo de uma cerda denominada
SD3. Cerdas L3, SV1, V1 e o PCO SSL semelhantes ao segmento anterior.

9° e 10° segmentos abdominais (Figs. 27, 29, 30, 39). 19 pares de cerdas e um
par de PCOs. Na placa anal, estdo presentes as cerdas D1, D2, SD1, SD2, L1, L2, L3 e

uma cerda arborescente curta que ndo foi identificada (Fig. 39). Nono segmento
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abdominal com aparentemente trés cerdas L3, SV1 e V1. Grupo paraproctal com duas
cerdas longas, PP1 e PP2 voltadas para a por¢ao posterior do segmento. Dorsal em
relacdo a cerda PP1 situa-se o PCO PPL. Na base do larvépodo anal estdo presentes as

cerdas SV1, SV2, SV3 e SV4. Grupo ventral com as cerdas V1 e V2.

Segundo instar (Fig. 14). Possui coloracao de fundo amarelo alaranjado com uma faixa
longitudinal dorsal alaranjada. Cépsula cefélica e placa protordcica de coloragdo
castanha. Dorsalmente, entre o oitavo e o décimo segmento abdominal localiza-se uma
mancha de coloracio castanho-alaranjada.

A partir do 2° instar, a larva passa por mudangas morfoldgicas relacionadas ao
convivio com as formigas. Os 6rgdos mirmecofilicos sdo descritos em detalhe no
Capitulo 3. Em relacdo ao 1° instar, surgem diversas cerdas secunddrias que tornam a
quetotaxia de interpretacdo complexa. Na placa protordcica encontra-se uma coroa de
cerdas baloniformes de coloracdo castanho-escura. Inseridas na placa protorécica e
encobertas pelas cerdas baloniformes situa-se um par de papilas vibratorias (VP).
Lateralmente, estdo presentes diversas cerdas longas e plumosas e, no restante do
tegumento, as cerdas sdo curtas. Os TNOs posicionados dorsalmente sobre o 8°

segmento abdominal tornam-se funcionais.

Terceiro instar (Fig. 15). Tegumento verde claro com manchas esbranquicadas
distribuidas dorsalmente. A faixa longitudinal dorsal apresenta coloracdo amarelada.
Lateralmente a faixa dorsal, do 1° ao 7° segmentos abdominais, estdo presentes
pequenos pares de manchas castanhas (= regides corrugadas dorsais; Fig. 50).
Dorsalmente, entre o mesotorax e 1° segmento abdominal, encontra-se uma mancha

triangular de coloragdo castanha. Entre o 8° e o 10° segmento abdominal, em vista
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dorsal, estd presente uma mancha castanha que envolve os TNOs. Os tentdculos dos
TNOs quando evertidos apresentam coloragdo branca translicida. A cdpsula cefélica é
castanho-escura, estando encoberta dorsalmente pelas cerdas baloniformes. A placa
protordcica apresenta coloracdo castanha escura. As cerdas baloniformes permanecem
com coloracdo castanho-escuro similar ao 2° instar. Demais cerdas de coloracdo branca

transldcida.

Quarto instar (Figs. 9, 16). Apresenta coloracdo verde entremeada por manchas
esbranquicadas distribuidas dorsalmente. A faixa longitudinal dorsal adquire coloragcao
amarela pdlido. Os pares de manchas dorsais tornam-se enegrecidos. A mancha
triangular dorsal entre o mesotérax e 1° segmento abdominal torna-se mais evidente que
no instar anterior, com colora¢do castanho escuro. A mancha que envolve os TNOs
possui coloragdo castanho-escura. Os tentdculos do TNOs permanecem com coloracio
branco-translicida. A cdpsula cefdlica e a placa protordcica apresentam coloracdo
castanho-escura. As cerdas baloniformes encobrem a capsula cefdlica e permanecem

com coloragdo castanho escuro similar aos instares anteriores.

Quinto instar (Fig. 10-11, 17, 41-54). Coloracdo similar ao 4° instar, com excecdo das
cerdas baloniformes que adquirem coloragdo castanho-clara. A cdpsula cefélica €
arredondada e hipognata, coberta dorsalmente pelas cerdas baloniformes. Possui
superficie lisa com pequenas elevacdes espiniformes na regido céfalo-dorsal. A sutura
adfrontal separa o frontoclipeo da drea adfrontal que apresenta coloracdo esbranquicada.
A mandibula, assim como no 1° instar, apresenta duas cerdas longas (Fig. 42). Algumas
cerdas primdrias da cédpsula cefélica sdo distinguiveis por apresentarem tamanho maior

(e.g. cerda S1, Fig. 43). Demais cerdas secunddrias da capsula cefélica sdo curtas
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FIGURAS 41-45. Larva de 5° instar de Theope thestias em microscopia eletronica de
varredura. 41, cdpsula cefdlica em vista lateral; 42, mandibula em vista posterior; 43,
regido estematal em vista lateral (estemas numerados de 1 a 6); 44, antena; 45, detalhe
das cerdas gotiformes. da, articulo distal; ma, articulo mediano; S1, cerda estematal.

Barras = 500, 100, 25, 70 e 10 um, respectivamente.
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FIGURAS 46-48. Larva de 5° instar de Theope thestias em microscopia eletronica de
varredura. 46, placa protordcica mostrando cerdas baloniformes; 47, detalhe das cerdas
baloniformes; 48, papila vibratdria - note pequenas elevacdes na superficie da cdpsula

cefélica (setas). Barras = 500, 100 e 50 um, respectivamente.
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FIGURAS 49-54. Larva de 5° instar de Theope thestias em microscopia eletronica de
varredura. 49, perna metatordcica em vista lateral; 50, detalhe das regides corrugadas
dorsais; 51, 6rgdo nectdrio tentacular, com tentdculo esquerdo evertido (seta); 52,
agrupamentos de 6rgdos perfurados em forma de cipula (PCO) e cerdas arborescentes
(setas); 53, espirdculo abdominal; 54, larvépodo do 3° segmento abdominal. Barras =

100, 25, 200, 20, 20 e 100 wm, respectivamente.
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e do tipo dendritica ou gotiforme (Fig. 43, 45). Estdo presentes PCOs proximos ao
frontoclipeo. A antena € voltada lateralmente com trés articulos: proximal alargado,
mediano comprido com sensilas (Fig. 44), distal reduzido com sensilas (Fig. 44).
Estemas sem facetamento na superficie da lente (Fig. 43), sendo do 1 ao 5, distribuidos
em forma de semicirculo; sexto estema levemente maior, posicionado posteriormente
aos demais estemas (Fig. 43).

Corpo achatado dorso-ventralmente como nos demais instares. Placa protoracica
com um par de papilas vibratérias (VP) que apresentam a superficie espiralada (Fig.
47). O contato das VP com as elevagdes espiniformes da regido céfalo-dorsal é
considerado o mecanismo responsavel pela comunicacdo vibracional entre larvas e
formigas em Nymphidiini (DeVries 1990, 1991b). As cerdas baloniformes apresentam a
superficie coberta por pequenas projecoes afiladas (Figs. 46, 47). No corpo,
lateralmente e préximo das cerdas baloniformes, estdo presentes cerdas longas e
plumosas. Na regido ventral, préximo das pernas tordcicas e dos larvopodos, estdo
presentes cerdas gotiformes (Fig. 49). Dorso-lateralmente, encontram-se cerdas do tipo
arborescente (=wedge-shaped setae, sensu Hall et al. 2004) (Fig. 52). Os o6rgaos
perfurados estdo presentes em agrupamentos dorsais no mesotérax (Fig. 52). PCOs
adicionais sdo encontrados, em grande quantidade, proximos as cerdas baloniformes e a
abertura dos TNOs. Posicionados na superficie dorsal do tegumento, do 1° ao 7°
segmentos abdominais, estdo presentes pares de regides corrugadas elevadas e
circulares (Fig. 50). O tegumento é corrugado e coberto por microtriquias. Na superficie
dorsal, as microtriquias sd3o menos pronunciadas que na superficie ventral (Fig. 45).

Os espiraculos estdo posicionados na regido lateral da larva, com excec¢do no 2°
e 8° segmentos abdominais, onde se encontram deslocados para a regido dorsal. Os

espirdculos sdo elipticos, sendo o peritrema do 2° segmento abdominal mais elevado
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que os demais (Fig. 53). Os espirdculos do protérax e do 8° segmento abdominal sdo
levemente maiores.

As pernas tordcicas ndo diferem entre si quanto ao tamanho (Fig. 49). No 8°
segmento abdominal, esta presente a abertura do par de glandulas nectariferas (TNOs)
(Fig. 51). O posicionamento dos larvopodos permanece o mesmo dos demais instares.
Os larvépodos apresentam uma ‘“almofada” que interrompe as mesosséries, sendo os

ganchos distribuidos numa serie triordinal (Fig. 54).

Pupa (Figs. 10, 18, 55-65). Coloragdo verde clara com dreas castanhas situadas nas
regides supraespiracular e dorsal dos segmentos abdominais (Figs. 10, 18). Nos
segmentos tordcicos, estdo presentes manchas castanhas que correspondem aos
tubérculos laterais.

A cabeca possui os apéndices fusionados ventralmente. O vértice é visivel em
vista anterior, localizando-se entre as antenas, protérax e a sutura epicranial. As antenas
se estendem lateralmente ao longo da asa e perna mesotordcica (Fig. 56). A regidao
ocular tem duas 4reas distintas: uma dspera, a outra lisa em forma de meia lua. As
foveas tentoriais delimitam uma drea que compreende o frontoclipeo, epifaringe e labro,
sem suturas evidentes separando-as. Posterior ao labro, encontram-se os piliferos (Fig.
56). As gdleas estdo posicionadas posteriormente em relacdo aos piliferos e ocupam
cerca de 1/3 do comprimento da pupa.

A perna protordcica € um pouco mais curta que a mesotordcica, € a perna
metatordcica estd encoberta pela asa. A pupa apresenta um fio transversal de
sustentacdo (= silk gardle) que passa sobre o primeiro segmento abdominal (Figs. 55,

57-58). O tegumento € liso e sem cerdas na regido ventral e nas asas. Na regido dorsal,
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FIGURAS 55-57. Pupa de Theope thestias. 55, vista dorsal; 56, vista ventral; 57, vista
lateral, setas indicam provéveis regides estridulatdrias. A, segmento abdominal; an,
antena; ep, regido ocular; ga, gilea; lb, labro; ml, perna mesotoricica; pi, pilifero; pl,
perna protordcica; sg, fio de sustentacdo da pupa; sp, espirdculo; T, segmento torécico;

tp, féveas do tentério; WC, teca alar. Barra = 1 mm.
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FIGURAS 58-63. Pupa de Theope thestias em microscopia eletronica de varredura. 58,
vista lateral do 1° e 2° segmentos abdominais com o fio de sustentacdo da pupa (seta);
59, espirdculo do 5° segmento abdominal, com provdvel regido estridulatdria (seta); 60,
regido glandular do tubérculo metatoricico; 61, detalhe da regido glandular; 62, regido
glandular do tubérculo do 1° segmento abdominal; 63, detalhe da regido glandular. A,
segmento abdominal; PCO, 6rgao perfurado em forma de ctipula. Barras = 500, 100,

250, 20, 50 e 20 um, respectivamente.
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FIGURAS 64-67. Pupa de Theope thestias em microscopia eletronica de varredura. 64,

detalhe de uma cerda dendritica achatada longitudinalmente; 65, detalhe de dois tipos de
cerdas dendriticas; 66, O6rgdos perfurados em forma de cipula (PCO); 67, ganchos do

cremdster. Barras = 20, 20, 15 e 18 um, respectivamente.
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se apresenta corrugado. Estdo presentes tubérculos pouco pronunciados na regidao
supraespiracular e lateral. No metatérax, o tubérculo lateral possui a superficie com
pequenas papilas (Figs. 60-61). No 1° segmento abdominal, estdo presentes um par de
tubérculos que apresentam diversos orificios irregulares (Figs. 62-63). No tegumento,
geralmente associados aos tubérculos, foram observados 6rgaos perfurados em forma de
ctiipula (PCOs, Figs. 59, 66). As cerdas dendriticas estdo distribuidas dorsalmente pelo
tegumento, podendo apresentar ramificacdes curtas ou longas (Fig. 65). Cerdas
dendriticas achatadas longitudinalmente foram encontradas sempre associadas aos
tubérculos (Fig. 64).

Possui 10 segmentos abdominais. Entre o 4°, 5° e 6° segmentos abdominais
encontram-se provaveis regides estridulatérias (Figs. 55-57, 59) (Downey & Allyn,
1973). O 9° e o 10° segmentos estdo fusionados formando o creméster. O cremadster €
subtriangular achatado ventralmente com ganchos curtos com extremidade bifurcada
(Fig. 67), similar ao descrito para outros Riodinidae (Dias 1980). A abertura do
espirdculo mesotordcico encontra-se entre o protérax € mesotérax com formato de
fenda. Os espirdculos abdominais apresentam uma disposi¢do semelhante ao observado
para as larvas, sendo os do 2° e 8° segmentos abdominais posicionados dorsalmente em
relacdo aos demais espirdculos (Fig. 57). Os demais espirdculos sdo elipticos (Fig. 59),

sendo encobertos pela asa no 3° segmento abdominal.

Discussao

Plantas hospedeiras e mirmecofilia

Como citado por Hall (1999), a partir dos registros de colecdo, 7. thestias é encontrada
em diversos tipos de ambientes. A ampla distribuicdo se deve, provavelmente, a

plasticidade na utilizacio de plantas hospedeiras, variando localmente, conforme
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disponibilidade das espécies de Lauraceae. Os registros obtidos de plantas hospedeiras
para T. thestias sugerem que as larvas sao oligdéfagas em Nectandra e Ocotea. O tipo de
alimentacdo da larva mostra uma especializacdo tecidual quanto a epiderme adaxial e ao
parénquima palicddico. Com exce¢do de um registro fotografico de uma larva nao
identificada sobre Persea Miller (Hall ef al. 2004), ndo existem registros publicados de
riodinideos utilizando Lauraceae. A larva que Hall et al. (2004) ndo identificaram
possui vdrias caracteristicas, tais como, padrdo de coloracado, presenca de TNOs e tipo
de alimentagcdo, que sugerem que ela pertenca a Theope. Segundo Fiedler (1991),
registros de laurdceas como planta hospedeira também sao raros em Lycaenidae e
podem estar associados a mirmecoxenia secundéria.

A oligofagia em T. thestias, caso confirmada, contrastard com os demais
registros de plantas hospedeiras disponiveis para o género Theope, 0s quais apontam
uma grande variedade de familias de plantas hospedeiras utilizadas por estas borboletas
(DeVries et al. 1994, Hall 1999). Em Riodinidae, a polifagia tem sido associada a
mirmecofilia obrigatéria. Nesse caso, a selecdo da planta hospedeira poderia estar
relacionada a estimulos quimicos das formigas associadas (DeVries et al. 1994, DeVries
1997, Hall & Harvey 2001, DeVries et al. 2004, L. Kaminski dados inéditos). Esse
padrao de polifagia associada a mirmecofilia obrigatéria tem sido sugerido para
algumas espécies de Theope (DeVries et al. 1994, Hall 1999), mas ndo se aplica para 7.
thestias.

Com excecao de Theope guillaumei cecropia DeVries & Hall cujas larvas sao
citadas interagindo com formigas Solenopsis Westwood (Myrmicinae), as informagoes
existentes para outras espécies de Theope apontam para uma mirmecofilia obrigatéria
com formigas da subfamilia Dolichoderinae, principalmente do género Azteca Forel

(DeVries et al. 1994, DeVries 1997, DeVries & Poinar 1997, Hall 1999). No presente
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trabalho, todas as formigas atendentes pertencem ao género Camponotus. Na revisao
feita por Fiedler (2001), Camponotus é o género mais importante de formigas
atendentes das larvas de Lycaenidae, mas ainda ndo havia sido registrada para Theope.
Segundo a classificacdo proposta por Eastwood & Fraser (1999), para os diferentes
graus de mirmecofilia em Lycaenidae, T. thestias apresenta um grau de associa¢do com
as formigas, entre 2 e 4, considerado moderado pelas larvas poderem ser encontradas
sem formigas atendentes, mas obrigatéria quanto ao género de formiga atendente. As
Lauraceae dos géneros Nectandra e Ocotea, em geral, nao apresentam estruturas
atrativas as formigas, como por exemplo, nectdrios extraflorais. Esse fator poderia
explicar o fato de as larvas serem encontradas comumente sem formigas atendentes.

O entendimento do padrio de utilizacdo das plantas hospedeiras pelos
riodinideos mirmecofilos requer uma andlise conjunta, tanto da planta hospedeira
quanto das formigas atendentes (DeVries ef al. 1994). A possibilidade de haver um
grupo de espécies de Theope especialistas em Lauraceae e com mirmecofilia facultativa
levanta a questdo se o mutualismo facultativo € uma condicdo plesiomérfica ou
apomorfica nestas espécies. Nesse sentido, a adi¢do de informagdes sobre a biologia de
outras espécies de Theope, analisadas de forma comparativa com auxilio de estudos
filogenéticos, pode ser bastante util para uma melhor compreensdo da evolug¢do da

mirmecofilia (e.g. Rand et al. 2000, Als et al. 2004, Megens et al. 2005).

Morfologia

A regido micropilar do ovo de T. thestias posicionado no pélo anterior segue o padrao
descrito para outras espécies de Riodinidae (Downey & Allyn 1980). Quanto ao
formato, cilindrico achatado com a regidao micropilar plana é semelhante ao descrito

para outras espécies de Theope e para outros géneros de Nymphidiini, como
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Hallonympha Penz & DeVries, Nymphidium Fabricius e Menander Hemming (DeVries
1997, L. Kaminski dados inéditos). A morfologia das carenas e o posicionamento das
aerépilas em T. thestias diferem do descrito para Theope virgilius Fabricius, que
apresenta as carenas alargadas e aerdpilas tanto na por¢ao inferior quanto na superior
(DeVries 1997).

O estudo da quetotaxia é considerado uma ferramenta importante em estudos
sistematicos e filogenéticos em Lepidoptera (Motta 2003). No entanto, tem sido
negligenciado na maioria dos trabalhos de descricdo dos estdgios imaturos de
Riodinidae (DeVries 1997). Inexistem trabalhos publicados com quetotaxia detalhada
para a familia Riodinidae, sendo o presente estudo a primeira descricdo deste tipo. A
auséncia de trabalhos que sirvam para comparacdo dificultou o estabelecimento de
homologias, de tal forma que a quetotaxia proposta para 7. thestias é provisoria,
principalmente para alguns grupos de cerdas como o lateral e subdorsal. Algumas
comparagdes iniciais com outros géneros como Euselasia Hiibner, Caria Hiibner e
Synargis Hiibner, mostraram que o estudo da quetotaxia em Riodinidae pode ser
bastante promissor, sobretudo quanto a presenca, auséncia e posicionamento dos PCOs
(L. Kaminski dados inéditos).

As larvas de ultimo instar de 7. thestias diferem das outras espécies do género,
pela coroa de cerdas baloniformes encobrindo completamente a capsula cefélica, corpo
achatado dorso-ventralmente e faixa longitudinal dorsal. 7. guillaumei cecropia
DeVries & Hall, outra espécie do grupo thestias cujos estdgios imaturos sdo conhecidos,
possui o formato do corpo e faixa longitudinal dorsal semelhante a 7. thestias (DeVries
& Hall 1996, DeVries 1997). A presenca de uma mancha de coloragdo esbranquicada
em forma de Y correspondente a area adfrontal nos instares finais parece ser uma

caracteristica compartilhada com outras larvas de Theope (ver Guppy 1904, DeVries
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1997). As cerdas baloniformes de 7. thestias apresentam a superficie com pequenas
projecdes afiladas. Tal padrao € diferente do descrito para outras espécies de Theope, as
quais apresentam projecdes em forma de escamas (DeVries, 1997; Hall et al. 2004), e
semelhante ao descrito para Calydna Doubleday (Hall et al. 2004).

O posicionamento do espirdculo do 1° segmento abdominal ventral em relacao
ao do 2°, segue como uma caracteristica diagndstica entre as larvas de Riodinidae e de
Lycaenidae (Harvey 1987b, Stehr & Martinat 1987). A presencga de mais de duas cerdas
mandibulares € outra caracteristica utilizada para diferenciar Riodinidae (Harvey 1987a,
b, Stehr & Martinat 1987). No entanto, a ampliacdo do nimero de espécies analisadas
tem mostrado a invalidade desta caracteristica como diagnéstica. As larvas de T.
thestias apresentam apenas duas cerdas mandibulares. Ballmer & Pratt (1988) e Duarte
et al. (2005) descreveram larvas de Lycaenidae com mais de duas cerdas mandibulares.

Além de serem escassas, as descri¢des de pupas de Theope apresentam poucos
detalhes para comparacdes. No geral, a pupa de 7. thestias parece ser mais robusta e
compacta que as demais pertencentes a Theope (ver figuras em DeVries 1997, Janzen &
Hallwachs 2005). O espirdculo do 3° segmento abdominal encoberto pela asa tem sido
observado para outros Riodininae (Dias 1980, Harvey 1987), mas difere do ilustrado
para Theope bacenis Schaus por Hall (1999), que ndo se apresenta encoberto.

A pupa de T. thestias, assim como de outros Riodinidae, apresenta diversas
estruturas que podem estar envolvidas na interacdo com formigas. Os tubérculos laterais
do metatérax e do 1° segmento abdominal provavelmente sdo homoélogos as glandulas
metatordcicas descritas por Ross (1964) e aos agrupamentos de PCOs na regido dorsal
dos segmentos tordcicos observados por Hall & Harvey (2001). As regides

estridulatérias descritas para 7. thestias também estdo presentes em outras espécies do
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género, mas ainda nao existem evidéncias de que sejam funcionais em Riodinidae

(DeVries 1991b).
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Resumo

A mirmecofilia mediada por 6rgaos especializados na interagdo com as formigas ocorre
em apenas duas familias de Lepidoptera (Lycaenidae e Riodinidae). A morfologia
destes o6rgdos tem sido de grande importancia na classificacio e evolugdo dessas
familias, porém ainda é pouco conhecida. Neste trabalho, sdo descritas e ilustradas pela
primeira vez a ultraestrutura tegumentar externa e a anatomia interna das cerdas
baloniformes e 6rgdos mirmecofilicos das larvas de Theope thestias (Riodinidae),
utilizando microscopia eletronica de varredura e microscopia de luz. A porcao glandular
das cerdas baloniformes é descrita pela primeira vez. E proposta uma nomenclatura para
as diferentes por¢des apresentadas pelo 6rgdo nectdrio tentacular de Riodinidae. As
estruturas descritas sao discutidas quanto a funcdo na interagdo com as formigas com
base no conhecimento atual. O posicionamento dos 6rgdos perfurados em forma de

cupula € discutido quanto a sua provavel importancia na mirmecofilia.

Palavras-chave glandulas exdcrinas - Lycaenidae - mirmecofilia - simbiose - trofobiose

Introducao

Diversos grupos de organismos mantém relacdes simbidticas com formigas, podendo
ser defendidos ou até mesmo alimentados como se fossem membros da prépria colonia
— esse comportamento é conhecido como mirmecofilia (Holldobler & Wilson 1990). A
mirmecofilia ocorre devido a capacidade dos simbiontes de mimetizar sinais quimicos,
morfolégicos e/ou comportamentais que sao utilizados na comunicagdo interespecifica
entre as formigas (Holldobler & Wilson 1990; Dettner & Liepert 1994). Tais
associacdes podem variar de facultativas a obrigatérias, e de mutualismo a

cleptoparasitismo (Holldobler & Wilson 1990; Pierce et al. 2002; Orivel et al. 2004).



65

Em Lepidoptera, as associagdes com formigas sdo comumente mutualisticas
porque sdao benéficas para ambas as partes. Para a formiga existe uma recompensa
caldrica produzida por glandulas especializadas das larvas (Newcomer 1912; DeVries &
Baker 1989). Em troca a este recurso, a formiga fornece protecao contra parasitéides e
predadores (Pierce & Mead 1981; DeVries 1991b). A associagdo entre larvas de
Lepidoptera e formigas, mediada por 6rgaos especializados, € amplamente difundida em
apenas duas familias de borboletas (Lycaenidae e Riodinidae sensu Eliot, 1973)
(revistos por Fiedler 1991; Pierce et al. 2002). Em geral, as larvas ndo mirmecoéfilas
apresentam cerdas e escolos mais desenvolvidas com funcdo defensiva (Harvey 1987;
DeVries 1992).

A mirmecofilia em Lycaenidae e Riodinidae € mediada por 6rgaos especializados
na interacdo com as formigas (ant-organs). Estes 6rgaos t€ém um papel significativo na
classificacdo e na compreensdo da evolucdo destas familias (Harvey 1987; DeVries
1991a; DeVries et al. 2004). Apesar de serem funcionalmente semelhantes, a homologia
dos orgidos mirmecofilicos ainda € bastante obscura por estarem localizados em
segmentos diferentes nas duas familias (DeVries 1991a; 1997; Campbell & Pierce
2003). Segundo Campbell & Pierce (2003), uma hipétese alternativa para a falta de
concordancia no posicionamento dos 6rgdos pode ter sido a ocorréncia de mutacdes em
genes homedticos. Nesse sentido, um aporte no conhecimento bédsico sobre a morfologia
interna e externa desses Orgdos € fundamental para um melhor entendimento da
evolucdo das adaptacdes morfolégicas a mirmecofilia (Malicky 1970; Campbell &
Pierce 2003; Penz & DeVries 2006). Existem poucos trabalhos que descrevem a
morfologia interna destas estruturas para Lycaenidae (Newcomer 1912; Malicky 1970),

sendo que para Riodinidae existe apenas para uma (Ross 1964).
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Nos estdgios imaturos de Riodinidae s@o conhecidos cinco tipos de orgaos
mirmecofilicos (DeVries 1988; 1997; DeVries et al. 2004): 1) 6rgdos perfurados em
forma de cipula (PCOs) — pequenas especializagdes da epiderme distribuidas pelo
tegumento, com funcdo de secretar substincias voldteis provavelmente responsaveis
pelo apaziguamento das formigas (Malicky 1970; DeVries 1988); 2) papilas vibratdrias
(VP) — cerdas situadas na placa protoracica associadas a comunicagdo vibracional com
as formigas (DeVries 1990; 1991c¢); 3) 6rgaos nectdrios tentaculares (TNOs) — par de
glandulas eversiveis que se abrem dorsalmente no oitavo segmento abdominal e que
produz secregdes que servem de alimento para as formigas (Ross 1964; DeVries 1988;
DeVries & Baker 1989); 4) 6rgdos tentaculares anteriores (ATOs) — par de 6rgdos
tentaculares eversiveis situados no terceiro segmento tordcico, supostamente
responsavel por parte da comunicagdo quimica das larvas com as formigas (Ross 1966;
DeVries 1988); 5) glandula cervical (CG) - glandula eversivel situada ventralmente no
protdrax, provavelmente associada a disseminag¢do de semioquimicos (DeVries et al.
2004; L. Kaminski dados inéditos). Adicionalmente, tem sido discutido o papel de uma
coroa de cerdas baloniformes situada na placa protoricica de alguns riodinideos.
Segundo DeVries (1997), estas estruturas estariam relacionadas a mirmecofilia,
exercendo uma funcdo andloga aos ATOs. Desta forma, espécies que apresentam cerdas
baloniformes possuiriam ATOs ndo funcionais ou ausentes (Penz & DeVries 2006; C.
Penz com. pess.). A ultraestrutura tegumentar destas cerdas € conhecida para poucas
espécies (ver Hall et al. 2004), ndo havendo investigacdo histologica que descreva a
morfologia interna das cerdas baloniformes.

Theope thestias Hewitson, 1860 é um Riodinidae cuja larva apresenta

mirmecofilia facultativa com formigas do género Camponotus Mayr, 1861 (Fig. 1) (ver
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Fig. 1 Larvas de 5° instar de Theope thestias em interagdes simbidticas com formigas

Camponotus mus. A formiga interagindo com as cerdas baloniformes (seta), B formiga

se alimentando nos 6rgdos nectdrios tentaculares (seta)
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Capitulo 2). A partir do segundo instar surgem cerdas baloniformes nas larvas que
aumentam em tamanho e quantidade ao longo da ontogénese. Na interacdo com as
formigas, as cerdas baloniformes sdo freqiientemente tocadas com as antenas e
prensadas pelas mandibulas das formigas atendentes. O papel dessas estruturas na
interacdo correspondente ainda € desconhecido (Capitulo 2). Observagdes preliminares
indicam a presenca de trés tipos de 6érgaos reconhecidamente associados a mirmecofilia
(Fig. 2): 1) papilas vibratérias (VP), 2) glandulas nectariferas (TNOS) e 3) 6rgaos
perfurados em forma de cipula (PCOs).

O objetivo do presente trabalho € caracterizar, sob o ponto de vista morfoldgico e
histoquimico, as cerdas baloniformes e os 6rgdos mirmecofilicos das larvas de T.
thestias e, desta forma, contribuir para o conhecimento das adapta¢des morfoldgicas a

mirmecofilia em Lepidoptera.

Material e Métodos

Coleta de material. Os espécimes estudados foram coletados nos municipios de
Maquiné - RS (29°35’S, 50°16’W), Curitiba - PR (24°58’S, 49°05’W) e Itirapina - SP
(21°15°S, 47°49°W), entre dezembro de 2004 e junho de 2005. Os imaturos foram
coletados diretamente sobre as plantas hospedeiras, posteriormente transportados ao

laboratério e mantidos em potes plasticos com ramos da planta hospedeira.

Microscopia eletronica de varredura. As andlises foram realizadas com larvas de 4° e
5° instares fixadas em Dietrich. As observacdes foram feitas com base na comparagdo
de, no minimo, 10 espécimes. As amostras foram preparadas de acordo com o seguinte
protocolo: desidratacdo em ponto critico com aparelho Bal-tec® - CPD 030, montagem

sobre fita dupla face em suportes metdlicos, metalizacdo com ouro em um aparelho
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Sp'e O A2

3

Fig. 2 Larva de 5° instar de Theope thestias em vista dorsal (cerdas baloniformes foram
omitidas do lado direito). A segmento abdominal, BS cerda baloniforme, PCO 6rgao
perfurado em forma de cupula, sp espirdculo, T segmento tordcico, TNO 6rgao nectario

tentacular, VP papila vibratdria
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Bal-tec® - SCD 050. As micrografias foram efetuadas em um microscépio eletrénico de

varredura JEOL® JSM-5800.

Microscopia de luz. Para as andlises histoldgicas, as larvas de 4° e 5° instares foram
dissecadas e fixadas em paraformaldeido a 4%, em tampao cacodilato de sédio, pH 7,2.
As observagdes referentes foram feitas com base na comparacdo de, no minimo, 10
espécimes. O material fixado foi desidratado em série alcodlica de concentracdes
crescentes de 70% a 95% por 15 minutos em cada uma. Apds a desidratagdo, as
amostras foram colocadas em historresina de embebi¢ao e armazenadas por 24 horas a
temperatura de 4°C. O material embebido em historresina foi colocado em formas
préprias para emblocagem, nas quais foi adicionada historresina acrescida de catalisador
para confec¢do dos blocos. As formas foram mantidas em estufa a 37°C, por 24 horas.
Em seguida, o material foi colado em suportes proprios e seccionados em micrétomo
em secgoes de 0,5 wm de espessura. As laminas foram coradas com hematoxilina eosina
(HE) e/ou azul de metileno/fucsina bésica. Para as cerdas baloniformes foram realizados
testes histoquimicos com coloracdo simultinea PAS-Azul de Bromofenol. Para os
orgdos nectdrios tentaculares, foram realizados testes para polissacarideos neutros e
acidos (PAS), contra-coradas com verde de metila. As laminas foram montadas em

bélsamo do Canad4 e fotografadas em um fotomicroscépio Zeiss®.

Resultados e Discussao
Cerdas baloniformes
A cerda baloniforme pode ser dividida em duas por¢des: uma por¢cdo secretora € uma

porc¢ao reservatoria. A superficie da por¢ao reservatéria estd coberta por protuberancias
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Fig. 3 Cerdas baloniformes da larva de 5° instar de Theope thestias em microscopia

eletronica de varredura. A vista ventral, mostrando por¢cdo secretora (seta) e
reservatdria, B vista externa da porcdo reservatdria, C detalhe da superficie da porcao
reservatoria, D local de insercdo da porcdo reservatéria (seta), E detalhe da por¢do
secretora (seta). PCO 6rgdo perfurado em forma de cipula, RP porcdo reservatoria, VP

papila vibratoria
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Fig. 4 Representacdo esquemadtica da cerda baloniforme da larva de 5° instar de Theope
thestias em corte transversal. ¢ cuticula, ep epitélio, es epitélio secretor, / limen, PCO

orgao perfurado em forma de cipula, RP porcao reservatoria
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Fig. 5 Cerdas baloniformes da larva de 5° instar de Theope thestias em microscopia de

luz. A corte longitudinal mostrando local de inser¢@o da porcdo reservatdria e secretora,
B detalhe do local de inser¢do da porcdo reservatéria e secretora (setas indicam
canaliculos), C corte transversal da por¢do secretora, D detalhe da porcdo secretora, E
corte tangencial da por¢do secretora mostrando limen com secrecdo positiva para PAS
(seta), F detalhe do limen da por¢do secretora positivo para PAS. ¢ cuticula, ep epitélio,
es epitélio secretor, [ ldmen, n nicleo, nu nucléolo, r reservatério intracelular, RP

porc¢do reservatoria
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cuticulares esclerotisadas (Figs. 3B, C) (= acanthea, sensu Richards & Richards 1979).
As cerdas encontram-se inseridas na placa protorécica, sendo facilmente destacadas da
sua drea de insercdo. A area de inserc¢do da cerda apresenta o formato de célice (Fig. 3D;
5A). Internamente, associada a cada porcao reservatdria, encontra-se uma por¢ao
secretora com formato cilindrico saculiforme (Figs. 3E; 4). Esta porcao é formada por
tubo de epitélio simples hipertrofiado que se invagina, formando um limen (Fig. 4, 5).
Possivelmente, as células que constituem a porcdo secretora sejam células do tipo III
(Noirot & Quennedey 1974). Ao redor do limen € visivel um reservatério (Fig. 5D)
semelhante ao descrito para diversas células do tipo III (ver Quennedey 1998), contudo
ainda € necessdria uma andlise ultraestrutural destas células. A andlise histoquimica
preliminar verificou a presenca de glicoconjugados neutros na luz da porcao secretora
da cerda baloniforme (Figs. SE, F). Foi detectada a presenga de canaliculos (Fig. 5B)
que partem da por¢do secretora para dentro da cerda baloniforme, chegando
internamente até as protuberancias cuticulares externas. Estruturas semelhantes a
canaliculos foram descritas para as cerdas baloniformes de Calydna Doubleday, 1847
(Riodinidae) (Hall et al. 2004).

A funcdo das cerdas ainda permanece desconhecida, em 7. thestias. Em outras
espécies do género, tais estruturas aparentemente estdo relacionadas a mirmecofilia
(DeVries 1997). Hall et al. (2004) atribuiram funcao de defesa a estas cerdas, com base
na descoberta de cerdas baloniformes em riodinideos ndo mirmecoéfilos. Ainda sdo
necessdrias mais andlises histoquimicas aliadas a estudos com cromatografia e
espectrometria de massa para caracterizar quimicamente os compostos produzidos pelas
cerdas baloniformes e avaliar a funcdo destas estruturas tegumentares nos diferentes

géneros de Riodinidae.
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Papilas vibratorias

Na placa protordcica estdo inseridas um par de papilas vibratérias que permanecem
encobertas pelas cerdas baloniformes em contato com a capsula cefdlica (Capitulo 2).
As papilas de T. thestias apresentam a superficie espiralada (Fig. 6A, B). Os musculos
abdutores e adutores descritos por Ross (1964) para as papilas vibratérias de Lemonias
caliginea (Butler, 1867) ndo foram detectados em 7. thestias. Internamente, nao foi
verificada a presenca de glandulas associadas as papilas, corroborando a sua provavel
funcdo estridulatéria. Na superficie da regido céfalo-dorsal da cdpsula cefélica
encontram-se pequenas elevagdes espiniformes voltadas anteriormente (Fig. 6B). O
movimento da papila vibratdria sobre as elevagdes espiniformes da capsula cefdlica tem
sido considerado o mecanismo responsavel pelas estridulagdes produzidas pelas larvas

de Nymphidiini (DeVries 1988; 1990; 1991c¢).

Orgios nectarios tentaculares
As glandulas nectariferas de 7. thestias (Figs. 6C, D) sdo formadas por um par de
tentdculos eversiveis posicionados na porcdo dorsal do oitavo segmento abdominal
(Capitulo 2). A abertura apresenta formato de fenda (Fig. 2). As glandulas sdo de
origem epidérmica, sendo formadas por uma invagina¢do da epiderme tegumentar que €
protraida por pressdo hidrostitica do hemocelo (Fig. 6C, D). O tentdculo pode ser
dividido em trés por¢des (Fig. 7): por¢do proximal (PP), mediana (PM) e distal (PD).

A porcdo proximal do tenticulo € a regido da abertura da glandula, sendo
caracterizada externamente pela presenca de diversas cerdas dendriticas e Orgdos
perfurados em forma de cipula (Figs. 6C; 7). Internamente, também hd PCOs, visiveis

externamente quando o tenticulo € evertido (Fig. 6C). Com excecdo das células



76

Fig. 6 Larva de 5° instar de Theope thestias em microscopia eletronica de varredura. A
papila vibratéria em vista dorsal, B detalhe da papila vibratéria, mostrando pequenas
elevacdes na superficie da cdpsula cefdlica (setas), C tenticulo evertido do 6rgdo
nectdrio tentacular, D detalhe da abertura do tentidculo, E agrupamentos de 6rgaos
perfurados no protérax, F detalhe de um 6rgdo perfurado. AS cerda arborescente, DS

cerda dendritica, PCO 6rgao perfurado em forma de cipula
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Fig. 7 Representacdo esquemdtica de um tentdculo do 6rgdo nectdrio tentacular in totum
da larva de 5° instar de Theope thestias em corte transversal. AS cerda arborescente, ¢
cuticula, DS cerda dendritica, ep epiderme, es epitélio secretor, [ limen, PCO 6rgao
perfurado em forma de cipula, PD porcao distal, PM por¢ao mediana, PP por¢ao

proximal, rm musculo retrator
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Fig. 8 Orgdo nectdrio tentacular da larva de 5° instar de Theope thestias em microscopia

de luz. A corte tangencial da por¢do proximal, B corte longitudinal da por¢@o proximal,
C corte longitudinal das por¢des mediana e distal, D detalhe da por¢do distal, E corte
transversal da porcdo mediana mostrando limen com secre¢do positiva para PAS, F
corte longitudinal de um 6rgdo perfurado em forma de cupula. ¢ cuticula, DS cerda
dendritica, ep epitélio, es epitélio secretor, / limen, n nicleo, nu nucléolo, PCO 6rgao

perfurado em forma de ctipula, rm misculo retrator
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associadas aos PCOs que sdo hipertrofiadas, o epitélio nesta por¢cao € constituido por
células nao colunares (Fig. 8A, B). As células desse epitélio necessitam de uma anélise
ultraestrutural, que ira determinar se sdo unidades celulares do tipo I e II (Noirot &
Quennedey 1974) associadas aos PCOs.

A por¢ao mediana do tentdculo ndo apresenta cerdas nem PCOs, sendo formada
por um epitélio colunar baixo. Parte desta porcdo fica exposta, quando o tenticulo é
evertido (Fig. 6D). A maior parte da secre¢ao produzida pela glandula fica armazenada
nesta regido. A andlise histoquimica preliminar da secrec¢do indicou resultado levemente
positivo para PAS no limen da porcdo mediana (Fig. 8E), indicando a presenca de
acucares. Ancorado na base desta por¢do, encontra-se o musculo retrator da glandula
(Figs. 7; 8C, D), que permanece retraido quando o tentdculo encontra-se invertido.

Na porcao distal do tentdculo ocorre a producdo da secre¢do dos 6rgaos nectarios
tentaculares. Nesta por¢do, o epitélio € constituido por células colunares altas, cujos
nucleos apresentam cromatina descondensada e nucléolos evidentes, indicativos de
atividade celular (Fig. 8D).

A presenca de cerdas dendriticas associadas a abertura dos 6rgdos nectarios
tentaculares (TNOs) ja foi descrita para outros Riodinidae (Ross 1964; DeVries 1988),
bem como, para a abertura do 6rgdo nectério dorsal (dorsal nectary organs = DNO) de
diversos Lycaenidae (Malicky 1970; Kitching & Lucke 1985; Ballmer & Pratt 1988,
Duarte et al. 2001, Duarte et al. 2005). Segundo Ross (1964), as cerdas presentes na
abertura dos tentdculos servem para conter a secrecdo e, dessa forma, evitar a sua perda.
A andlise preliminar das cerdas dendriticas em 7. thestias sugere a existéncia de uma
“cavidade linfatica receptora” tipica de uma cerda com funcdo mecanoreceptora
(Chapman 1998). A func@o mecanoreceptora das cerdas dendriticas foi estudada em

larvas de Polyommatus icarus (Rottemburg, 1775) (Lycaenidae) por Tautz & Fiedler
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(1996). Segundo estes autores, as cerdas tém um papel importante no reconhecimento
da formiga pelas larvas.

Conforme observado para outros Riodinidae (ver DeVries 1991a; 1997), os 6rgdos
nectdrios tentaculares de 7. thestias diferem das glandulas dos Lycaenidae em diversos
aspectos. Em Lycaenidae, a glandula estd posicionada dorsalmente no sétimo segmento
abdominal (Newcomer 1912; Malicky 1970; Kitching 1983; Pierce & Nash 1999), e
internamente, ela consiste de quatro unidades glandulares de formato saculiforme
(Malicky 1970). A morfologia dos TNOs de T. thestias também difere do descrito para
L. caliginea (Riodinidae) (Ross 1964). Segundo este autor, a por¢do secretora encontra-
se separada do tentdculo, sendo ligada a este por um ducto. Em 7. thestias, nao foi
observado o ducto, sendo a regido secretora a por¢ao mais distal do tentdculo (Fig. 7).
As diferencas obtidas na morfologia dos TNOs de T. thestias em relacdo ao descrito
para L. caliginea demonstram a necessidade de mais estudos para os diferentes géneros

de Riodinidae.

Orgios tentaculares anteriores e glandula cervical

Nao foi observado na microscopia eletronica de varredura nem na histologia, vestigio da
presenca das glandulas anteriores (ATOs) no terceiro segmento tordcico. A auséncia de
glandulas anteriores j4 havia sido verificada para outras espécies de Theope (DeVries &
Poinar 1997; Penz & DeVries no prelo; C. Penz com. pess.). Da mesma forma, nio foi
verificada a presenca de glandulas cervicais em 7. thestias. As glandulas cervicais s@o
citadas para diversas familias de Lepidoptera, incluindo Notodontidae e Nymphalidae
(Percy & MacDonald 1979; Miller 1991; Osborn et al. 1999). No entanto, é conhecida
apenas para Hallonympha paucipuncta (Spitz, 1930) em Riodinidae (DeVries et al.

2004).
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()rgﬁos perfurados em forma de cipula

Os PCOs sao encontrados dorsalmente na cdpsula cefélica, placa protordcica, mesotdrax
e proximo a abertura dos tenticulos do TNO (Fig. 2). Externamente, o 6rgdo ¢é
constituido de uma placa arredondada rodeada por um anel (Fig. 6E, F). Na superficie,
sao visiveis pequenas perfuracdes (Fig. 6F). Aparentemente, o PCO € constituido por
apenas uma célula tricogénica. Essa célula encontra-se hipertrofiada com uma éarea de
reservatorio e nicleo arredondado (Fig. 8F).

Os 6rgaos perfurados estdo presentes em quase todos os Riodinidae e Lycaenidae
(Malicky 1970; Harvey 1989). Estruturas semelhantes, mas ndo homdlogas,
denominadas lenticulas s@o conhecidas para Hesperiidae (Franz et al. 1984). Os PCOs
tém sido considerados os primeiros 6rgdos a surgir na evolu¢do da mirmecofilia em
Lepidoptera (ver Pierce et al. 2002). Acredita-se que os PCOs produzam compostos
voldteis (alelomoénios) importantes no apaziguamento das formigas. No entanto,
desconhece-se a natureza dos compostos produzidos por estas estruturas, as quais nunca
foram descritas em nivel celular. Em T. thestias, os 6rgaos perfurados em forma de
cipula ndo apresentam uma distribuicio aleatéria, eles estdo localizados
invariavelmente préximos a outros 6rgaos mirmecofilicos (Fig. 2). Nesse caso, os PCOs
parecem ter um papel importante no reconhecimento da larva pelas formigas. Tal

hipétese precisa ser avaliada em estudos futuros.
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CAPITULO 4
CONSIDERACOES FINAIS

Theope thestias foi coletada em diversas fitofisionomias, com diferentes estagios
de sucessdo e até mesmo em dreas urbanas. Os registros obtidos a partir dos estigios
imaturos indicam que tal espécie € abundante, apresentando uma grande plasticidade
ambiental. Desta forma, apesar dos adultos serem pouco avistados e coletados, a
raridade ndo reflete o status de conservacdo, que pode ser considerada fora das
categorias utilizadas pela IUCN (2001) para espécies ameacgadas.

Os resultados obtidos com relagdo a utilizacdo das plantas hospedeiras e
formigas atendentes para 7. thestias apontam para um padrdo de mirmecofilia
facultativa associada a oligofagia em Lauraceae. Estes resultados quando comparados
aos demais registros para Theope, os quais apontam um padrao de mirmecofilia
obrigatdria associada a polifagia, sugerem duas possibilidades para a evolug¢do dos graus
de mirmecofilia: 1) que a mirmecofilia facultativa seja uma plesiomorfia, e desta forma,
a tendéncia é a especializacio em determinados taxa de Formicidae; 2) ou a
mirmecofilia facultativa pode ser uma caracteristica apomorfica, relacionada a
especializacdo em um determinado grupo de plantas hospedeiras.

Na filogenia existente para Theope, T. thestias estd inserida dentro do grupo
thestias, considerado monolifilético e mais apical em relacdo a outros grupos de
espécies (Hall 2002). A andlise dos registros para as poucas espécies de Theope
conhecidas mostra a ocorréncia de mirmecofilia obrigatéria distribuida em diversos
grupos, dos basais aos mais apicais. Com base nas informacdes disponiveis até o
momento, pode-se supor mais provdvel a hipétese de que a mirmecofilia facultativa em

T. thestias seja conseqiiéncia da especializacdo nas plantas hospedeiras. Este padrio ao
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longo do tempo evolutivo poderia resultar numa estabilizacdo da mirmecofilia
facultativa, ou até mesmo na perda total da mirmecofilia (mirmecoxenia secunddria).

Informagdes sobre os estdgios imaturos de Riodinidae tém se mostrado uteis ao
entendimento das relacoes de parentesco entre subfamilias, tribos e géneros,
principalmente, quanto ao posicionamento dos 6rgdos associados as formigas. No
entanto, tal tipo de informacdo tem sido subutilizada dada a escassez de dados
publicados. Os resultados obtidos no presente trabalho quanto a morfologia dos estigios
imaturos de 7. thestias apontam um caminho promissor para a utilizacdo destas
caracteristicas em estudos filogenéticos. A ultraestrutura coridnica dos ovos de
riodinideos é considerada uma das mais diversificadas entre as familias de Lepidoptera
(DeVries 1997), porém nunca foi utilizada nos estudos filogenéticos em Riodinidae. A
quetotaxia primdria, outra fonte de caracteres uteis para estudos filogenéticos, também
nunca foi usada.

A descricdo da morfologia e histologia das cerdas baloniformes e dos 6rgios
mirmecofilicos mostrou diferencas em relacdo ao descrito para outros Riodinidae,
mesmo para estruturas ja conhecidas, como os 6rgdos nectarios tentaculares. Tal aspecto
demonstra a necessidade de mais estudos detalhados sobre estas estruturas. A andlise
morfolégica das cerdas baloniformes confirmou sua natureza glandular. Ainda €
necessdria uma caracterizagdo a nivel celular, aliada a estudos com cromatografia e
espectrometria de massa para tentar avaliar a fungcdo destas estruturas tegumentares nos
diferentes gé€neros de Riodinidae. Da mesma forma, os PCOs precisam ser melhor
analisados, principalmente quanto a natureza dos compostos produzidos. O
posicionamento dos PCOs em T. thestias, sugere um papel importante destas estruturas

no reconhecimento da larva pelas formigas. Além disso, a importancia dos PCOs para o
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entendimento da morfogénese dos demais 6rgdos mirmecofilicos € um aspecto que
ainda nao foi explorado.

Alguns aspectos podem fazer de Theope um género chave para o entendimento
da evolu¢do da mirmecofilia em Riodinidae. O primeiro € a existéncia de uma revisao
genérica aliada a uma proposta filogenética (Hall 1999, 2002). O segundo € a existéncia
de registro féssil, que pode servir de base para estudos com relégios moleculares
(DeVries & Poinar 1997). O terceiro, que estd surgindo com o acréscimo de
informacdes sobre os estdgios imaturos, € a variedade de graus de mirmecofilia e
utilizacdo de plantas hospedeiras. A unido destas informacdes a estudos com
marcadores moleculares e dados sobre os estdgios imaturos de Theope e de géneros

afins, podem levar a uma melhor compreensao dos fatores envolvidos na evolucao da

mirmecofilia em Riodinidae.
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Our typesetters can easily convert this to a proper format as in this PDF file.

Deposition of specimens Whenever possible, authors are advised to deposit type specimens in
national or international public museums or collections. Authors are also advised to request registration
numbers of deposited material in advance of the acceptance of papers to avoid unnecessary delay of
publication. Some countries (e.g. Australia) require that primary type specimens be deposited in

collections of the country of origin; authors are advised to take this into consideration.
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NORMAS PARA PUBLICACAO NA ZOOMORPHOLOGY

Manuscript submission
Manuscripts must be submitted to the Chief Editor.
Submission of manuscripts in electronic form is encouraged. Please save your file in two
different formats:

- RTF (Rich Text Format) or Microsoft Word compatible formats

- PDF (a single PDF file including text, tables and figures)
After acceptance for publication, authors should send the electronic version of the manuscript to
the Chief Editor.

The journal publishes Original papers and Reviews.

Original papers should present substantial new results that have never been published or
submitted elsewhere; they should not exceed 10 printed pages (one printed page corresponds
to approximately: 850 words text, or 3 illustrations with their legends, or 55 references) and
should be arranged as detailed below.

Reviews should not exceed 25 printed pages. Please contact the Editor-in-Chief prior to

submission.

Legal requirements

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before
(except in the form of an abstract, or as part of a published lecture, or thesis); that it is not under
consideration for publication anywhere else; that its publication has been approved by all co-
authors, if any, as well as by the responsible authorities - tacitly or explicitly - at the institute
where the work has been carried out. The publisher will not be held legally responsible should

there be any claims for compensation.

The "Copyright Transfer Statement" has to be signed and faxed to the publisher together with
the corrected proofs (see below) with which it will be provided by the publisher shortly after the

manuscript has been accepted for publication.

Manuscript preparation
- All manuscripts are subject to peer review and copy editing.
- Manuscripts must be written in English and should be typed double-spaced throughout
(including acknowledgements, references, tables, and figure legends) with a margin of at
least 3 cm on each side.
- Use a normal, plain font (e.g., Times New Roman) for text.
- Use the automatic page numbering function to number the pages.
- For indents use tab stops or other commands, not the space bar.

- Abbreviations should be defined at first mention in the abstract and again in the main body
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of the text and used consistently thereafter.

- Essential footnotes to the text should be numbered consecutively and placed at the bottom
of the page to which they refer.

- Generic and specific names should be written in italics, but authors of scientific names of
the genus and species group should not be italicized; they are not to be abbreviated.

- Nomenclature

- Names for higher taxa should refer to monophyletic units, not to paraphyla (use, e.g.,
Teleostei or Plathelminthes but not designations such as Pisces or Turbellaria). International
nomenclature conventions must be observed, especially the International Code of Zoological
Nomenclature (IRZN). At first mention, a specific name should be cited with nomenclatural
author and year, e.g. Catenula lemmnae (in italics) Duges, 1832. Authors unfamiliar with the
taxonomy of the group to which a species belongs should consult an expert to ensure that it

is properly identified and that the correct name is used.

Please arrange your manusctipt as follows:
Title page
Including name(s) of author(s), a concise and informative title, affiliation(s) of the author(s), e-
mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author.
Abstract
Each paper must be preceded by an abstract containing the most important results and
conclusions in no more than 250 words.
Key words
Immediately following the abstract no more than five keywords should be given. They should
preferably be taken from BIOSIS or be composed by analogy on the same principle.
The Introduction
should be brief and state the purpose of the work in relation to other work in the same field. It
should not present an extensive review of the literature and contain the scientific question or
testable hypothesis that led to the study.
The Materials and methods section
should provide enough information to permit repetition of the experimental work. This section
will be set in small print.
The Results section
should present the findings of the research, supported by statistical or illustrative validation of
the assertions. It should be free of discussion.
The Discussion section
should cover but not simply repeat the new findings presented in Results, setting these in
context and interpreting them with a minimum of speculation. It should refer to the

question/hypothesis mentioned in the Introduction.
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Literature citations in the text should indicate the author's surname with the year of
publication in parentheses, e.g. Carlin (1992); Brooks and Carlin (1992). If there are more
than two authors, only the first should be named, followed by "et al."
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Tables and figures

Tables must be numbered consecutively with arabic numerals and submitted separately from
the text. They should have a title explaining any abbreviation used in that table.

lllustrations must be restricted to the minimum needed to clarify the text. All figures
(photographs, graphs or diagrams) should be cited in the text, and numbered consecutively
throughout. Figure parts should be identified by lower-case roman letters (a, b, etc.). If
illustrations are supplied with uppercase labeling, lower-case letters will still be used in the

figure legends and citations.
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A scale bar with the length stated should be marked on each photomicrograph, etc., so that
absolute sizes are clearly apparent and any reduction is automatically compensated for. On no
account should magnifications be expressed by notes in the legends either of the lengths of the
scale bar or of the magnification factors (e.g., x7,000; x80,000).

Figure legends must be brief, self-sufficient explanations of the illustrations. The legends should
be placed at the end of the text. Submit all figures as separate files and do not integrate them

within the text.

- Line drawings

Inscriptions should be legible, with initial capital letters and appropriately scaled to the size of
the drawing (letters 2 mm high are recommended). Scanned line drawings should be digitized
with a resolution of 800 dpi relative to the final figure size.

- Computer drawings

Computer drawings are acceptable provided they are of comparable quality to line drawings
(minimum resolution of 300 dpi). Computer-drawn curves and lines must be smooth. Lettering
must be of high quality; Helvetica is the preferred font. Lettering fonts must be consistent
within and among all figures.

- Halftone illustrations (black and white and color)

Sharp, well-contrasted photographic prints trimmed at right angles and in the desired final
size should be submitted. Inscriptions should be about 3 mm high. For scanned halftone
illustrations, a resolution of 300 dpi is usually sufficient, TIFF is the preferred file format.

- Color illustrations

Color figures will always be published in color in the online version. In print, however, they will
only appear in color if the author agrees to make a contribution of Euro 950/US $ 1,150 (plus
VAT) per article. Otherwise the figures will be printed in black and white.

Save color illustrations as RGB (8 bits per channel) in TIFF format.

- Plates

Several figures or figure parts should be grouped in a plate on one page. If figures are
mounted on flexible white drawing paper, for technical reasons the paper should not exceed
0.4 mm in thickness and about 300 g/m? in weight.

- Vector graphics

Fonts used in the vector graphics must be included. Please do not draw with hairlines. The
minimum line width is 0.2 mm (i.e., 0.567 pt) relative to the final size. EPS is the preferred file
format. EPS files must always contain a preview in TIFF of the figure.

- Size of figures

The figures, including legends, should either match the column width (86 mm) or the print
area of 176 x 236 mm. In case reduction is absolutely necessary, please state the alternative

scale desired. The publisher reserves the right to reduce or enlarge illustrations.



