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RESUMO

Os adultos de Heliconius erato phyllis (Lepidoptera; Nymphalidae) utilizam
como fonte alimentar flores de varias angiospermas, as quais apresentam
diversas cores e formas. Neste estudo, avaliou-se em campo, a fenologia de
Lantana camara Linnaeus, Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl,
Glandularia tenuisecta (Brig.) W. Small (Verbenaceae), Dicliptera tweediana
Nees (Acantaceae) e Melothria cucumis Vell (Cucurbitaceae), bem como a
distribuicdo e a utilizacdo destes recursos florais por H. erato phyllis. A
distribuicdo dos recursos foi avaliada pela contagem mensal do numero de
flores das espécies citadas e a utilizacdo destas através da quantificacédo de
graos de pdlen aderidos a probdscide da borboleta. Em L. camara e S.
cayennensis, foi determinada a disponibilidade de pdélen e néctar ao longo do
dia, a concentracdo de sacarose do néctar, bem como a resposta deste
ninfalideo quanto a utilizacdo dos recursos florais através de observacoes
focais dos adultos. Em insetario, avaliou-se a preferéncia deste lepiddptero por
diferentes concentracdes de sacarose associada a cor dos alimentadores. Para
os testes, foram oferecidos alimentadores contendo sacarose nas
concentragdes de 0, 5, 10, 20 e 40%. A capacidade de associar a cor com a
concentracao de sacarose do néctar foi avaliada através de testes de escolha,
sendo utilizados alimentadores com cores dentro do espectro preferido e nao
preferido nas concentracdes de 0, 10, 20, 40 e 80% de sacarose. Os testes
foram realizados em cinco combinacgdes diferentes de cores e concentracoes.

Investigou-se também a habilidade deste ninfalideo em discriminar as cores das
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plantas (folhas) para oviposicdo. Para os testes, foram oferecidos ramos
artificiais de cor verde e roxa, semelhantes aos de Passiflora suberosa
Linnaeus. A preferéncia inata por cores florais foi avaliada oferecendo-se as
borboletas recém-emergidas, alimentadores das cores roxo, lilas, verde,
amarelo, alaranjado, vermelho, preto e branco. A aprendizagem associativa
entre cor e presenca de alimento (néctar) foi avaliada em individuos capturados
e testados durante 6 dias. Nos primeiros trés dias, as borboletas recebiam
sacarose 1M nos alimentadores vermelhos e apods este periodo (4° dia), para
cada ensaio, o alimento foi transferido para alimentadores das cores preto,
roxo, lilas, verde, amarelo, alaranjado e branco. L. camara floresceu o ano todo,
acentuando-se o numero de inflorescéncias no inverno. As demais espécies (S.
cayennensis, G. tenuisecta, M. cucumis e D. tweediana) concentraram a
floracdo na primavera e verdo. No inverno, M. cucumis apresentou distribui¢cdo
aleatéria. Para as demais espécies, o padrdao de distribuicdo mostrou-se
agregado. Pela andlise de regressdo multipla, L. camara explicou a distribuicao
de H. erato phyllis, exceto no inverno. Em média, o numero de graos de podlen
de Lantana camara aderidos a probdscide por borboleta foi significativamente
maior em relagdo as demais angiospermas estudadas. As flores de L. camara
disponibilizaram néctar e p6len em maior quantidade e por mais tempo em
relacdo a S. cayennensis. O néctar de S. cayennensis apresentou maior
concentragdo de sacarose em relacdo as flores de L. camara. H. erato phyllis
utilizou com maior freqiéncia e por um periodo maior do dia as flores de L.

camara. As borboletas preferiram solucées de sacarose entre 10 e 20% e



XV

associaram a cor com a concentracao preferida, sendo ambos correspondentes
ao verificado para L. camara. Para oviposi¢cdo, H. erato phyllis preferiu os
ramos verdes, depositando maior niumero de ovos e, para alimentagao,
apresentou preferéncia inata por um conjunto de cores (vermelho, amarelo e
alaranjado). Este heliconineo foi condicionado a utilizar o alimentador que
continha sacarose. Além disso, demonstrou habilidade em mudar o
comportamento (condicionamento) utilizando alimentadores de outras cores.
Assim, L. camara € um recurso importante para os adultos de H. erato phyllis,
tanto numa escala espacial quanto temporal, pois disponibiliza recursos durante
um periodo maior de tempo, em maior quantidade e qualidade adequada.
Aliado a isso, destaca-se a preferéncia inata pelo conjunto de cores, as quais
coincidem com o padréo de coloragao das inflorescéncias desta verbenacea e a
capacidade de relacionar o padrdo de cor preferido com a concentracdo de
sacarose do néctar. Ainda, esta borboleta distingue cores em estratégias
comportamentais distintas: oviposicdo e alimentacdo. Estes aspectos, em
conjunto, ao longo da histéria evolutiva, provavelmente contribuiram para o uso
eficiente das flores de L. camara por H. erato phyllis, bem como uma elevada
plasticidade correspondente, possibilitando o uso de diversas outras, quando na

auséncia desta flor.
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ABSTRACT

Adults of Heliconius erato phyllis (Lepidoptera; Nymphalidae) use flowers of
several angiosperms with different colors and shapes as food source. In the
present study, it was determined the phenology of Lantana camara Linnaeus,
Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl, Glandularia tenuisecta (Brig.) W.
Small (Verbenaceae), Dicliptera tweediana Nees (Acantaceae), and Melothria
cucumis Vell (Cucurbitaceae), as well as the distribution and the utilization of
these floral resources by H. erato phyllis. The distribution of resources was
evaluated by monthly estimating the number of flowers on these species and
their utilization by H. erato phyllis adults, based upon the quantification of pollen
grains present on their proboscides. The availability of pollen and nectar
throughout the day, and the butterfly response to the utilization of floral
resources was evaluated for L. camara and S. cayennensis, through direct
observations of feeding adults. Under insectary conditions, preference for
different concentrations of sucrose was also investigated. For these
experiments, feeders containing sucrose at concentrations of 0, 5, 10, 20 e 40 %
were offered to the insects. The ability to associate color and concentration of
sucrose in the nectar was evaluated by choice experiments, utilizing feeders
with colors previously known as preferred and non-preferred by the insect.
Concentrations of sucrose utilized in this experiment were: 0, 10, 20, 40, and
80%. The tests were performed with five different combinations of colors and
concentrations. The ability of this nymphalid to discern plant colors for

oviposition was also investigated in the insectary. In the tests, artificial purple
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and green shoots, similar to natural branches of Passiflora suberosa Linnaeus,
were offered for oviposition. Innate preference for flower colors was evaluated
by offering to young butterflies feeders in the colors purple, lilac, green, yellow,
orange, red, black, and white. The association between color and presence of
food (nectar) was evaluated for individuals captured and tested in a period of six
days. In the first three days, butterflies received sucrose at a concentration of
1M in the red feeders. After this period, in each experiment, food was
transferred to the other colored feeders. L. camara flowered the whole year, and
presented a high number of inflorescences during the winter. The other species
(S. cayennensis, G. tenuisecta, M. cucumis, and D. tweediana) had flowers only
during spring and summer. During the winter, M. cucumis presented a random
distribution, while the other species were aggregated. Multiple regression
analyses indicated that L. camara explains the distribution of H. erato phyllis
except during the winter. The mean number of pollen grains of L. camara
attached to the proboscides of the butterflies was significantly higher than the
other angiosperms investigated in the present study. Flowers of L. camara had
a higher amount of pollen and nectar available for the butterflies in comparison
with S. cayennensis. S. cayennensis floral nectar presented a higher
concentration of sucrose when compared to flowers of L. camara. H. erato
phyllis utilized flowers of L. camara more frequently and for a longer period
during the day. Butterflies preferred sucrose solutions at concentrations between
10 and 20% and associated color with the preferred concentration. H. erato

phyllis preferentially laid a higher number of eggs on green shoots. It also
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demonstrated an innate feeding preference for a group of colors (red, yellow,
and orange). This heliconian butterfly becomes conditioned to use the feeder
with sucrose. Moreover, it also demonstrated the ability to condition this
behavior by utilizing feeders of different colors. Therefore, L. camara is an
important resource for the adults of H. erato phyllis, in spatial and temporal
scales, since it is available for a long period of time, in a high amount and is of
better quality in comparison with other plants. In addition, the butterflies have an
innate preference for a group of colors that are in accordance with the pattern of
colors presented by the flowers of L. camara, and are capable of relating the
preferred pattern with the concentration of nectar and sucrose present in the
flowers. Also, this butterfly is able to discern colors for diferent behavioral
strategies: oviposition and feeding. These aspects probably contributed for an
efficient exploitation of the flowers of L. camara by H. erato phyllis throughout
their evolutionary history, and for the high plasticity in use of a variety of other

flowers when in the absence of L. camara.



CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

Uma das razdes da existéncia de grande diversidade de angiospermas
deve-se ao desenvolvimento de varios mecanismos de dispersao génica.
Muitos autores (e.g., Grant, 1949; Stebbins, 1970; Crepet, 1983; Feinsinger,
1983; Taylor & Taylor, 1993) atribuem o sucesso evolutivo destas, pelo menos
em parte, a polinizacdo cruzada, mediada por animais, principalmente insetos
(Richards, 1986). Dentre os insetos, as abelhas sdo as que polinizam o maior
namero de plantas, seguidas pelos dipteros, lepidépteros e coledpteros (Kearns
et al., 1998).

Insetos e outros visitantes florais obtém alimento retirando o pdlen e o
néctar das flores. Neste tipo de relagdo mutualistica, as plantas obtém em troca
o transporte do poélen de uma flor para outra (Faegri & Pijl, 1971). O uso de um
recurso floral por parte de um inseto, requer habilidades comportamentais que
possam detectar os sinais emitidos pelas plantas e associa-los com a
disponibilidade de recurso presente em uma dada flor (Pleasants, 1981; Hill et
al.,, 1997; Galizia et al., 2005). Além disso, devem apresentar caracteristicas
morfolégicas e fisiologicas que proporcionem a retirada e o uso do recurso
(Waser et al., 1996; Mayfield et al., 2001; Stout & Goulson, 2001).

Embora existam evidéncias de que alguns tracos florais estejam
associados a visitantes especializados, relativamente poucos casos de
interagcdo entre planta e polinizador sdo absolutamente obrigatérias. A maioria

das plantas tém varios polinizadores e estes podem visitar varias espécies de



plantas (Waser et al., 1996; Memmott, 1999). Para um polinizador incluir na sua
dieta os recursos de uma nova flor, ele precisa primeiramente ser capaz de
detecta-la. Um dos sinais mais importantes presente no sistema de polinizacao
€ a capacidade visual, o que facilita a localizacdo do recurso (Bernard, 1979;
Shafir, 1996; Galizia et al., 2005). Muitos insetos, especialmente himendpteros,
dipteros, lepidépteros e coledpteros tém um sistema visual capaz de distinguir
cores com comprimento de onda variando de proximo ao ultravioleta (320 nm)
até o infravermelho (650 nm) (llse, 1937; Swihart, 1964; Struwe, 1972 a,b;
Bernard, 1979; Stavenga, 2002).

Alguns insetos polinizadores apresentam preferéncia inata por certos
tracos florais (e.g., Kelber, 1997; Weiss, 1997; Gumbert, 2000; Ibarra et al.,
2004), e ha evidéncias da existéncia de aprendizagem e de memorizacao de
caracteristicas florais. Por exemplo, Heliconius charitonius (Lepidoptera;
Nymphalidae) aumenta significativamente a frequéncia de visitas as flores de
cor amarelo apds um periodo de condicionamento (Swihart & Swihart, 1970).
Abelhas aprendem a distinguir cores apds alguns ensaios correspondentes
(Menzel & Erber, 1978). Pieris rapae (Lepidoptera; Pieridae) fica condicionada a
visitar a flor utilizada na primeira alimentagao (Lewis, 1993). Battus phillenor
(Lepidoptera; Papilionidae) é condicionada a cor tanto para oviposicdo quanto
para alimentacado (Weiss & Papaj, 2003).

Diferencas morfolégicas no aparelho bucal dos insetos e em outras
partes do corpo, interagem com a morfologia € o tamanho das flores, as quais

influenciam na eficiéncia de alimentacao (Gilbert, 1975; Dukas & Shimida,



1989). Aspectos fisioldgicos, como o processamento digestivo do pélen e do
néctar, fornecem energia que aumentam a taxa de crescimento, a longevidade
e a fecundidade dos insetos, incluindo Lepidoptera (Gilbert, 1972; Krenn &
Penz, 1998).

Os adultos de Heliconius erato phyllis (Lepidoptera; Nymphalidae) visitam
flores de pelo menos 56 espécies de angiospermas (Romanowski et al., 1985;
Ruszczyk, 1986; Moreira et al., 1996; Ramos & Freitas, 1999; Corréa et al.,
2001). No Rio Grande do Sul, alimentam-se de flores de 23 espécies,
pertencentes a diversas familias. As flores visitadas comumente sao
gamopétalas, com a corola formando um tubo de dimensdes aproximadas a da
probdscide. Duas espécies de Verbenaceae, Stachytarpheta cayennensis
(Rich) Vahl e Lantana camara Linnaeus destacam-se nesse sentido, sendo
citadas como as plantas mais utilizadas no Rio Grande do Sul (Corréa et al.,
2001). Um estudo realizado em trés areas localizadas no Estado de S&o Paulo,
indicou que H. erato phyllis visita com maior freqiéncia as flores de L. camara.
Ainda, foram observados individuos alimentando-se em Rubus rosaefolius non
Smith. (Rosacae), Asclepias curassavica L. (Asclepiadaceae), Epidendrum
fulgens Brongn. (Orchidaceae), Mikania lundiana D. C., Trixis antimenorrhoea
(Schrank) Kuntze (Asteraceae), entre outras (Ramos & Freitas, 1999).

Desta forma, H. erato phyllis parece comportar-se como oportunista, ou
seja, visita flores com padrées morfolégicos passiveis de uso, disponiveis num
dado tempo, em uma determinada area (Corréa et al, 2001). Tal

comportamento pode estar associado as caracteristicas intrinsecas deste



lepidoptero, como preferéncia inata por diferentes cores, capacidade de
aprendizagem, preferéncia por determinada concentracdo de sacarose, entre
outras. A variagdo sazonal e diaria dos recursos e 0os compostos nutricionais
retirados do pdélen e do néctar também podem estar intermediando este
comportamento.

H. erato phyllis distribui-se no Brasil (do Maranh&o, Ceara e Rio Grande
do Norte ao Mato Grosso do Sul, a oeste, e no Rio Grande do Sul, ao sul),
Bolivia (Tarija, Santa Cruz, Cochabamba, La Paz e Beni), nordeste da
Argentina, Paraguai e Uruguai (Holzinger & Holzinger, 1994). Diante da ampla
distribuicdo geografica deste lepidoptero, € esperado que ocorra um ajuste,
tanto no tempo quanto no espaco, em relagcao ao uso dos recursos alimentares
disponiveis em uma dada regido. Assim, a utilizacao de pélen e néctar de flores
de diferentes espécies, pode acarretar variagdes nutricionais e
consequentemente alterar componentes de sua histéria de vida.

As populac¢des naturais deste ninfalideo apresentam uma area de vida
restrita, com tamanho efetivo inferior a 100 individuos (Oliveira & Araujo, 1992).
Pode ser encontrada em matas abertas e/ou perturbadas, ou em clareiras de
matas densas (Brown, 1992) e, ao entardecer, costumam se agregar, formando
os chamados “dormitérios” (Di Mare, 1984). Saafeld e Araujo (1981)
acompanharam durante trés anos uma populagao de H. erato phyllis no Rio
Grande do Sul, e verificaram que esta atinge seu tamanho maximo em abril,

comeca a declinar em maio e entra em extingdo em junho, retomando seu



crescimento em novembro. Esses autores verificaram que a longevidade
maxima dos adultos dessa espécie em campo é de 5 meses.

Em relacdo a outros lepidopteros, os adultos de H. erato phyllis
apresentam um cérebro avantajado e um sofisticado sistema visual (Swihart,
1971; Gilbert, 1975). Tem-se atribuido a essas caracteristicas o desenvolvimento
de determinados comportamentos, como selecionar ramos maiores, com regiao
apical, com maior area foliar e livre de ovos de coespecificos das plantas
hospedeiras (Mugrabi-Oliveira & Moreira, 1996 a,b), bem como auxiliar no
reconhecimento das flores utilizadas na alimentagdo (Gilbert, 1975: Brown,
1981). Além disso, a espécie apresenta a capacidade de discriminar cores, na
faixa de comprimentos de onda de 370 a 570nm (Crane, 1955; Swihart, 1971;
Struwe, 1972).

O presente trabalho objetivou avaliar, em campo, a variagdo sazonal dos
principais recursos florais e sua utilizacdo por H. erato phyllis (Barp et al.,
submetido a). Numa escala diaria, determinou-se a disponibilidade de pdlen e
néctar nas flores de L. camara e S. cayennensis , bem como a resposta de H.
erato phyllis quanto a utilizacdo dos recursos florais destas espécies,
associando-se a preferéncia de cores pela borboleta com a concentracédo de
carboidratos soluveis das flores (Barp et al., submetido b). Por ultimo (Barp et
al., submetido c), avaliou-se a capacidade de discriminacdo de cores para
oviposicao e alimentagdo, bem como a existéncia de preferéncia inata e
condicionamento a cores associada a fonte de recurso alimentar para os

adultos.
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ABSTRACT
Adults of Heliconius erato phyllis (Lepidoptera; Nymphalidae) utilize flowers of
several angiosperms with different colors and shapes as food source. In the
present study, the phenology and distribution of Lantana camara Linnaeus,
Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl, Glandularia tenuisecta (Brig.) W.
Small (Verbenaceae), Dicliptera tweediana Nees (Acantaceae), and Melothria
cucumis Vell (Cucurbitaceae) was investigated, as well as the utilization of these
floral resources by H. erato phyllis. The study was carried out in the Horto
Florestal Barba Negra, Barra do Ribeiro municipality, Rio Grande do Sul State,
Brazil, where Eucalyptus are cultivated. The two study areas consisted of plots
with a perimeter of 1.650 m each, that was divided into 66 (50 m long; 20 m
wide) sampling units. In the first year, from August 2003 to July 2004, only
inflorescences of L. camara and S. cayennensis were quantified. The other
species were added in the second year (August 2004 to July 2005). Butterflies
were captured with a net and marked with felt tip pen on their left anterior wing,
and associated with the number of the sample unity. Before they were released,
the pollen attached to their proboscides was collected and mounted on a slide,
using liquid glycerin stained with basic fucsin. Grains were identified and
counted by using a light compound microscope. The distribution pattern of the
species was analyzed through the Morisita’s dispersion index, and the
relationship between the distribution of H. erato phyllis and floral resources was

investigated using multiple regression analyses. Flowers of L. camara were
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present during the whole period of study. The highest number of flowers
occurred in the winter and the lowest during the summer. S. cayennensis
flowers during spring and summer, G. tenuisecta and M. cucumis flower during
the spring, and D. tweediana during the summer. During the winter, M. cucumis
presented random distribution, while the other species were aggregated during
all seasons. During the summer, 70.0 % of the individuals of H. erato phyllis and
78.0 % of inflorescences were found in 12 sample units. Multiple regression
analyses demonstrated that L. camara explains the distribution of H. erato
phyllis for all seasons, with the exception of the winter. The number of pollen
grains attached to the proboscides ranged from one to 3.098. The mean number
of pollen grains of L. camara attached to the proboscides of each butterfly was
significantly higher when compared to the other angiosperms. Thus, L. camara
is an important resource for this lepidopteran in time and space. It remains
unknown what is the corresponding role played by L. camara throughout the H.
erato phyllis geographical distribution.

Key-words: adult feeding, angiosperm phenology, floral resources, heliconian

butterflies.

RESUMO
Os adultos de Heliconius erato phyllis (Lepidoptera; Nymphalidae) utilizam
como fonte alimentar flores de varias angiospermas, as quais apresentam
diversas cores e formas. Neste estudo, investigou-se a fenologia de Lantana

camara Linnaeus, Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl,  Glandularia
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tenuisecta (Brig.) W. Small (Verbenaceae), Dicliptera tweediana Nees
(Acantaceae) e Melothria cucumis Vell (Cucurbitaceae), bem como a
distribuicao e a utilizacdo destes recursos florais por H. erato phyllis. O estudo
foi realizado no Horto Florestal Barba Negra, Barra do Ribeiro, RS, destinado ao
cultivo de Eucalyptus. Foram selecionados dois talhdes de 1.650 m de
perimetro cada e margem subdividida em 66 unidades amostrais (50 m de
comprimento e 20 de largura). No primeiro ano de estudo (agosto de 2003 a
julho de 2004), mensalmente foram quantificadas as inflorescéncias de L.
camara e S. cayennensis e, no segundo (agosto de 2004 a julho de 2005),
foram incluidas as demais espécies. As borboletas foram capturadas, marcadas
na asa anterior esquerda sendo registrado o niumero da unidade amostral em
que foi capturada. Antes da liberacdo, o podlen aderido a probdscide foi
depositado sobre Iamina, corado com fucsina basica diluida em glicerina liquida
comercial, coberta com laminula e lutada com esmalte incolor. Os graos foram
identificados e contados sob microscopio 6ptico. O padrao de distribuicao das
espécies foi analisado pelo indice de dispersdo de Morisita e, a relagao entre a
distribuicao de H. erato phyllis e os recursos florais, pela anédlise de regressao
multipla. L. camara apresentou flores em praticamente todos os meses. O
maior nuUmero ocorreu no inverno e, 0 menor, no verdo. S. cayennensis
floresceu na primavera e verdo. G. tenuisecta e M. cucumis floresceram na
primavera e D. tweediana no verao. No inverno, M. cucumis apresentou
distribuicdo aleatéria. As demais espécies apresentaram distribuicdo agregada

em todas as estagdes. No verdo, 70,0 % dos individuos de H. erato phyllis e
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78,0 % das inflorescéncias foram encontrados em 12 unidades amostrais. Pela
analise de regressao multipla, L. camara explicou a distribuicao de H. erato
phyllis, exceto no inverno,. O numero de graos de pdélen aderidos a probodscide
de H. erato phyllis variou de um a 3.098. Em média, o numero de gréos poélen
de L. camara aderidos a probdéscide por borboleta foi significativamente maior
em relacdo as demais angiospermas estudadas. Assim, L. camara é um recurso
importante, tanto numa escala espacial quanto temporal, para os adultos deste
lepidéptero. Resta saber qual o papel desta verbenacea em relagdo a
alimentacao deste heliconineo em uma escala mais abrangente ao longo de
sua distribuicao geografica.

Palavras-chave: alimentagdo dos adultos, fenologia de angiospermas,

heliconineos, recursos florais.

INTRODUCAO

A habilidade dos insetos em encontrar e ocupar areas que concentrem
tanto os recursos para os adultos como para as larvas, bem como condi¢des
abidticas adequadas, constitui-se numa das estratégias mais efetivas para
garantir a manutencao das populacdes. Neste contexto, a agregacao dos
organismos, no tempo e no espaco, pode revelar padroes de selecdo e
utilizacdo de microhabitats (Krebs, 1985). A maioria dos insetos ndo se distribui
ao acaso, tendo em vista que poucos ambientes sdo homogéneos. Assim,
observa-se uma tendéncia geral quanto a existéncia de distribuicdes agregadas

das populagdes nos ambientes naturais (Southwood, 1978; Alcock, 1998).



19

Cerveira et al. (2003), em um estudo preliminar e de curta duracéo,
realizado em uma area de plantacdo de Eucalyptus em Barra do Ribeiro, RS,
indicaram que Heliconius erato phyllis (Fabricius, 1775) (Lepidoptera;
Nymphalidae) e seus recursos alimentares, tanto para adultos (Lantana camara
Linnaeus) quanto para larvas (Passiflora misera Humbold, Bonpland & Kunth)
apresentam distribuicdo agregada. Numa escala mais ampla, H. erato phyllis
distribui-se em todo Brasil, excetuando-se a regido amazbnica (Holzinger &
Holzinger, 1994). Pode ser encontrada em matas abertas ou perturbadas ou em
clareiras de matas densas (Brown, 1992), formando sub-populacbées com
tamanho inferior a 100 individuos (Oliveira & Araujo, 1992). Ao entardecer
costumam se agregar formando os chamados “dormitérios”. A “area de vida”
(home range) é de aproximadamente 200 m (Di Mare, 1984).

Para oviposicdo, este heliconineo utiliza exclusivamente plantas da
familia Passifloraceae (Benson et al. 1976), sendo Passiflora suberosa
Linnaeus e P. misera as espécies mais freqlientemente utilizadas no Rio
Grande do Sul (Menna-Barreto & Araujo, 1985; Périco, 1995). Os adultos
alimentam-se do pdélen e do néctar de diversas espécies vegetais (Gilbert, 1972;
Romanowski et al. 1985; Krenn & Penz, 1998; Moreira et al. 1996; Corréa et al.
2001), como por exemplo, L. camara, Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl
(Verbenaceae), Dicliptera tweediana Nees (Acantaceae), Melothria cucumis Vell
(Cucurbitaceae), entre outras (Corréa et al. 2001). Neste aspecto, pode
comportar-se como uma espécie oportunista, pois utiliza grande diversidade de

familias, formas e cores das flores disponiveis numa dada area (Corréa et al.
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2001). A abundancia relativa de uma dada espécie de planta pode condicionar
0 Seu uso, pois apresenta a capacidade de mudar a freqiéncia de utilizagdo de
um recurso floral pela associagdo da cor que as flores apresentam (Barp et al.
submetido).

A variagcdo sazonal dos recursos florais, se existentes, bem como o
respectivo padrao de utilizacdo por esta borboleta, ainda sdo desconhecidos até
o momento. Assim, neste estudo, foram determinadas a distribuicdo espacial e
a ocorréncia de flores em L. camara, S. cayennensis, D. tweediana, M. cucumis,
Glandularia tenuisecta (Brig.) W. Small (Verbenaceae) ao longo do ano, bem
como a utilizacao destes recursos florais por H. erato phyllis através da analise

dos graos de pdlen presentes na probdscide.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

O local situa-se no Horto Florestal Barba Negra (30° 23° S e 51° 12" W),
pertencente a Aracruz S.A., no municipio de Barra do Ribeiro, RS, destinado ao
cultivo de Eucalyptus. Foram selecionados dois talhdes (nimeros 152 e 153) de
aproximadamente 1.650 m de perimetro cada. A margem destes foi
previamente demarcada e subdividida longitudinalmente em intervalos de 50 m
(comprimento) e 15 m (largura), totalizando 66 unidades amostrais (u.a.) (Fig.
1). No interior dos talhbes, ocorre um sub-bosque, composto
predominantemente por espécies nativas. Dentre estas destacam-se o butig,

Butia capitata (Martius) Becc. (Arecaceae) e a capororoca, Myrsine
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Figura 1. Area de estudo: A, mapa com a localizagdo do Horto Florestal Barba
Negra, Barra do Ribeiro, RS. B, croqui dos talh6es de Eucalyptus numeros 152 e
153 (numeros em circulos correspondem as unidades amostrais). C, detalhe da

borda dos talhdes.
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umbellata Mart. (Myrsinaceae); ainda, Rumohra adiantiformis (G. Forst.)
Ching. (Dryopteridaceae), Desmodium sp. (Fabaceae). Principalmente nas
bordas, ocorrem espécies cujas flores sdo utilizadas pelos adultos de H. erato
phyllis, como por exemplo, L. camara, S. cayennensis, G. tenuisecta, D.
tweediana, M. cucumis e Asclepias curassavica Linnaeus (Asclepiadaceae),
entre outras (Corréa et al. 2001). Encontram-se também plantas hospedeiras
das larvas deste heliconineo como P. misera e P. suberosa (Rodrigues &

Moreira, 2002).

Variagdo sazonal dos recursos florais

No primeiro ano de estudo (agosto de 2003 a julho de 2004),
mensalmente foram quantificadas as inflorescéncias de L. camara e S.
cayennensis (Fig. 2A, B). No segundo ano (agosto de 2004 a julho de 2005),
além das espécies citadas foram quantificadas as inflorescéncias de G.
tenuisecta (Fig. 2C) e o numero de flores de M. cucumis e D. tweediana (Fig.
2D e E). Exemplares destas espécies foram coletados, exsicatados e
incorporados ao acervo do herbario ICN do Departamento de Botanica da
UFRGS, como espécies testemunho sob os numeros 142177, 142175, 142178,

1422176, 142174, respectivamente.
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Figura 2. Flores avaliadas no Horto Florestal Barba Negra. A, Lantana camara;
B, Stachytarpheta cayennensis; C, Glandularia tenuisecta;, D, Melothria
cucumis; E, Dicliptera tweediana. Barras correspondem a 7, 8, 12, 6, e 15mm,
respectivamente.
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Distribuicdo espacial e uso dos recursos por Heliconius erato phyllis

Durante o periodo de estudo (agosto de 2003 a julho de 2005), os
adultos de H. erato phyllis foram capturados com rede entomolégica por dois
coletores, um em cada talhdo, das 9 as 14 horas, periodo estimado para a
maior atividade deste lepidoptero (Mugrabi-Oliveira, 1996). As borboletas
capturadas foram marcadas com caneta de retroprojecdo na asa anterior
esquerda, e registrado o numero da unidade amostral. Antes da liberacdo, o
polen presente na probdscide foi retirado tocando-se cuidadosamente esta
estrutura na superficie de uma lamina. Na sequéncia, o material foi corado com
fucsina basica (C.l. No. 677) diluida em glicerina liquida comercial, coberta com
laminula (20 x 20 mm) e lutada com esmalte incolor. Em laboratério, os graos
foram identificados e contados sob microscépio éptico Wetzear® (aumento
100X) com o auxilio de um contador de células manual. A contagem foi feita de
uma amostra dos graos de polen presentes em 35% de cada lamina analisada,
seguindo método proposto por Acioli (2003). A identificagdo dos graos de pélen
foi feita com base em uma colecao de referéncia, montada a partir das espécies
ocorrentes na area de estudo. Os dados foram comparados através de uma
analise de variancia (ANOVA) seguida de testes multiplos de Dunn, o = 0,05
(Zar,1999).

Para verificar a existéncia de agregacao das borboletas e dos recursos
alimentares, analisaram-se as suas respectivas distribuicdes de frequéncia do
segundo ano de amostragem, através do indice de dispersdo Morisita (Krebs,

1999). Através de uma analise de regressao multipla, foi verificada a relacao



25

entre a distribuicdo de H. erato phyllis (variavel dependente) e a distribuicdo dos

recursos florais utilizados (variaveis independentes) (Zar, 1999).

RESULTADOS
Variagdo sazonal dos recursos florais

Foram registradas inflorescéncias de L. camara em namero consideravel
em praticamente todos os meses de estudo. O maior ocorreu no inverno e, 0
menor, no verdo (Fig. 3). As flores de S. cayennensis ocorreram em maior
quantidade na primavera e verdo. No inverno, esta espécie nao apresentou
flores (Fig. 3). Flores de G. tenuisecta foram registradas na primavera (Fig. 4A).
O maior numero de flores de M. cucumis ocorreu na primavera, decrescendo no
verdo e outono (Fig. 4B). Em relacdo a ocorréncia de flores de D. tweediana

constatou-se um pico de floragao no verao (Fig. 4C).

Distribuicdo espacial e uso dos recursos por Heliconius erato phyllis

H. erato phyllis, L. camara, S. cayennensis, D. tweediana e G. tenuisecta
apresentaram distribuicdo agregada em todas as estacdes. No inverno, M.
cucumis apresentou distribuicao aleatéria (Tabela 1). No outono, de um total de
66 u.a., os individuos de H. erato phyllis estavam distribuidos em 27 e as
inflorescéncias de L. camaraem 24. Em 16 u.a, ou seja, 24% da area estudada,
houve sobreposicdo das duas espécies. Nestas, ocorreram 72,5% do total de

borboletas capturadas e 62,5% das inflorescéncias quantificadas. A analise de
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Figura 3. Variacao sazonal do numero de inflorescéncias de Lantana camara e
Stachytarpheta cayennensis ocorrentes nas bordas dos talhdes 152 e 153,
localizados no Horto Florestal Barba Negra, Barra do Ribeiro, RS.
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Figura 4. Variacao sazonal do numero de inflorescéncias de: A, Glandularia
tenuisecta; B, Melothria cucumis; C, Dicliptera tweediana, ocorrentes nas
bordas dos talhdes localizados no Horto Florestal Barba Negra, Barra do
Ribeiro, RS.
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Tabela 1. Padrao de distribuicio das espécies nas diferentes estagdes do ano,
ocorrentes no Horto Florestal Barba Negra, Barra do Ribeiro, RS. Asterisco
indica distribuicao aleatéria (p > 0,50). Os demais valores indicam distribuicao
agregada (p < 0,0001; gl = 66).

Estacbes Espécies avaliadas
H. erato phyllis L. camara S. cayennenis M. cucumis D. tweediana G. tenuisecta
Qutono
Indice de
Morisita 2,65 12,50 10,42 66,00 16,20 -
x° 140,43 31058,23 490,00 130,00 324,44 -
Inverno
Indice de
Morisita 4,46 6,34 67,00 0 23,20 8,27
x° 118,00 1385,94 264,00 65,00" 532,27 1615,66
Primavera
Indice de
Morisita 3,93 5,12 2,95 8,02 - 6,40
¥’ 168,72 2282,83 3388,92 2783,10 - 9736,62
Verdo
Indice de
Morisita 3,00 6,34 25,43 5,30 37,93 -

¥’ 144,25 1385,93 1678,44 385,06 56245,46 -
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regressao multipla indicou que a distribuicdo de L. camara explica em torno de
23,5% a distribuicao de H. erato phyllis (F = 4,69; p = 0,002) (Fig. 5). No
inverno, as borboletas estavam distribuidas em 11 u.a. e as inflorescéncias de
L. camara em 32. Em 9,0% da é&rea, ou seja, 6 u.a.,, as duas espécies
ocorreram concomitantemente. Nestas foram encontradas 68,0% do total de
borboletas capturadas e 39,0% das inflorescéncias. Nesta estacao, pela analise
de regressao multipla, a distribuicdo dos individuos de H. erato phyllis nao foi
influenciada pela distribuicado de nenhuma das espécies vegetais (F = 1,81; p =

0,12) (Fig. 6).

No verdo, as borboletas estavam distribuidas em 20 u.a. e as
inflorescéncias de L. camara em 23. Em 12 u.a., ocorreu sobreposicao das
duas espécies. Nestas, encontravam-se 70,0 % dos individuos de H. erato
phyllis e 78,0 % das inflorescéncias. A andlise de regressdo multipla mostrou
que a distribuicao de L. camara explica em 52% a distribuicao deste heliconineo
(F =16,68; p = 0,0001) (Fig. 7). Nesta estagao, a abundancia de H. erato phyllis
esteve linearmente relacionada com as plantas de L. camara (Fig. 8B). Na
primavera, 63% das borboletas e 78,0% das inflorescéncias ocorreram em 11
u.a. Os valores obtidos da andlise de regressdo multipla indicaram que a
distribuicao de L. camara explica em 15,5 % a distribuicao deste lepidoptero (F
=2,79; p = 0,034) (Fig. 9).

Durante o periodo de amostragem foram capturadas 400 borboletas.
Destas, 90,75 % apresentaram graos de pélen aderidos a probdscide, havendo

diminuicdo nos meses de inverno, especialmente no més de agosto (Fig. 10).



Figura 5. Distribuicdo espacial do numero médio mensal das flores das
angiospermas estudadas e o numero de individuos adultos de Heliconius erato
phyllis ocorrentes no outono de 2004. Em relacdo as plantas, tamanhos
pequeno, médio e grande dos simbolos representam respectivamente,
densidades de 1, 10 e 100 individuos. Numeros em circulo representam as
unidades amostrais de 150 m. Cada borboleta representa um individuo. ® —
Lantana camara; O - Stachytarpheta cayennensis;® - Dicliptera tweediana
e U - Melothria cucumis. Horto Folrestal Barba Negra, Barra do Ribeiro, RS.
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Figura 6. Distribuicio espacial do nimero médio mensal das flores das
angiospermas estudadas e o numero de individuos adultos de Heliconius erato
phyllis ocorrentes no inverno de 2004. Em relacdo as plantas, tamanhos pequeno,
médio e grande dos simbolos representam respectivamente, densidades de 1, 10
e 100 individuos. Niumeros em circulo representam as unidades amostrais de 150
m. Cada borboleta representa um individuo@- Lantana camara; O - Stachytarpheta
cayennensis; A - Glandularia tenuisecta; m - Dicliptera tweediana e O- Melothria
cucumis. Horto Florestal Barba Negra, Barra do Ribeiro, RS.
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Figura 7. Distribuicdo espacial do nimero médio mensal das flores das
angiospermas estudadas e o numero de individuos adultos de Heliconius erato
phyllis ocorrentes no verao de 2004. Em relagéo as plantas, tamanhos pequeno,
médio e grande dos simbolos representam respectivamente, densidades de 1, 10
e 100 individuos. Nimeros em circulo representam as unidades amostrais de 150
m. Cada borboleta representa um individuo.®@ - Lantana camara; O- Stachytarpheta
cayennensis; A - Glandularia tenuisecta; m - Dicliptera tweediana e O- Melothria
cucumis. Horto Florestal Barba Negra, Barra do Ribeiro, RS.
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Figura 8. Variagao no numero de adultos de Heliconius erato phyllis capturados
e inflorescéncias de Lantana camara quantificadas por secdo de 50 m nos
talhbes 153 e 154 do Horto Florestal Barba Negra, Barra do Ribeiro, RS. A,
outono; B, verao; C, primavera.
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Figura 9. Distribuicdo espacial do nimero médio mensal das flores das angiospermas
estudadas e o numero de individuos adultos de Heliconius erato phyllis ocorrentes na
primavera de 2004. Em relacdo as plantas, tamanhos pequeno, médio e grande dos
simbolos representam respectivamente, densidades de 1, 10 e 100 individuos. Nimeros
em circulo representam as unidades amostrais de 150 m. Cada borboleta representa um
individuo. ® - Lantana camara; O - Stachytarpheta cayennensis; A - Glandularia

tenuisecta; B - Dicliptera tweediana e 0O - Melothria cucumis. Horto Florestal Barba
Negra, Barra do Ribeiro, RS.
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Em relagcao as outras espécies, proporcionalmente, em todos 0os meses, o pélen
de L. camara foi o mais utilizado (Fig. 10). A maior freqiiéncia de gréos de pélen
de S. cayennensis presentes na probdscide de H. erato phyllis foi registrada nos
meses de verdo, de M. cucumis na primavera e verdo e de G. tenuisecta na
primavera. Graos de polen de D. tweediana foram encontrados no veréo (Fig.
10).

O numero de graos de polen aderidos a proboscide de H. erato phyllis
variou de um a 3.098. Em média, a quantidade de pdlen de L. camara por
borboleta é significativamente maior em relagdo as demais angiospermas

estudadas (Fig. 11).

DISCUSSAO

Os resultados demonstram que L. camara € um recurso importante, tanto
numa escala espacial, quanto temporal para os adultos de H. erato phyllis. Esta
verbenacea apresenta flores o ano todo, acentuando-se o0 numero de
inflorescéncias no inverno, periodo em que as demais espécies (S.
cayennensis, G. tenuisecta, M. cucumis; D. tweediana) encontram-se em
estagio vegetativo.

O padrao de distribuicdo das seis espécies estudadas mostrou-se
agregado. Para H. erato phyllis, esta distribuicdo esta associada a ocorréncia
das flores de L. camara, ou seja, espacialmente, esta borboleta concentra suas
atividades diarias nas proximidades dos recursos florais utilizados pelos

adultos. Cerveira et al. (2003) demonstraram que a distribuicdo das plantas
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Figura 11. Numero de graos de pdlen das diferentes espécies vegetais aderidos
a probdscide Heliconius erato phyllis (n = 363). Colunas seguidas de letras
distintas diferem significativamente (Kruskal-Wallis, seguido de testes multiplos
de Dunn, p< 0,0001).
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hospedeiras utilizadas para oviposicdo, especialmente P. misera, também
explicam tal padrdo. Estes aspectos, conjuntamente, podem demonstrar a
manutencdo de pequenas populagcdes, com reduzido tamanho efetivo,
concentradas em areas de vida restritas (Oliveira e Araujo, 1992; Di Mare,
1984).

A eficiéncia em procurar e consumir néctar e pélen por um polinizador
pode ser influenciada pelo tamanho, forma, cor e posicdo das partes florais
(Laverty, 1994; Andersson & Dobson, 2003; Nuttman & Willmer, 2003). Muitas
plantas desenvolveram, no transcorrer do tempo evolutivo, caracteristicas para
maximizar a eficiéncia de atracdo por polinizadores (Dukas & Shmida, 1989;
Mayfield et al. 2001; Strauss & Irwin, 2004 Galizia et al. 2005). A eficiéncia de
locomocgao e a procura pelo néctar por uma borboleta sobre uma inflorescéncia
pode estar relacionada ao tamanho da plataforma floral, ou seja, ao didmetro da
inflorescéncia (Schemske, 1976). Em relagdo a esta caracteristica, um estudo
comparativo entre L. camara e Lantana trifolia Linnaeus, indicou que o tamanho
da inflorescéncia parece estar envolvido na divisdo de grupos de polinizadores
potenciais das duas espécies. O didmetro médio das inflorescéncias de L.
camara é duas vezes maior e sao visitadas por borboletas maiores quando
comparadas com L. trifolia (Schemske, 1976).

Apesar da estreita relagdo de H. erato phyllis com as flores de L. camara,
principalmente no que se refere a preferéncia pelo padrdo de coloragdo das
inflorescéncias (Barp et al. submetido), esta borboleta utiliza como recurso

alimentar o néctar e o pélen de diversas flores com padrdes de coloracao
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distintos. O aspecto tubiforme e a dimensao das flores utilizadas, pequenas em
sua grande maioria, vdo ao encontro da morfologia do aparelho bucal desta
borboleta. De maneira geral, as flores utilizadas apresentam tubos florais com
dimensdes, em média, menores em comprimento e maiores em largura, que
aquelas da probdscide deste ninfalideo. Das espécies avaliadas neste trabalho,
apenas D. tweediana apresenta comprimento maior (Corréa et al. 2001).

Animais polinizadores as vezes restringem suas visitas a flores de
apenas uma espécie, mesmo quando outras flores estao presentes ou sdo mais
abundantes (Free, 1963; Waser, 1986; Lewis, 1989; Goulson & Cory, 1993;
Slaa et al. 2003). Um polinizador pode se especializar por existir alguma
afinidade fixa com certas caracteristicas florais como apresentar preferéncia, ou
alternativamente pode se especializar em flores que sao mais abundantes e
apresentar preferéncia instavel, direcionando suas visitas a flores que
apresentam diferencas nos padrdes de coloracao, forma e odor (Waser, 1978;
Andersson & Dobson, 2003). Neste estudo, embora H. erato phyllis tenha
utilizado com maior freqiiéncia as flores de L. cdmara, foi observada a presenca
de grédos de pdélen aderidos a sua probdscide de, pelo menos, quinze
angiospermas. Talvez, isso possa indicar a grande capacidade desta borboleta
em reconhecer e memorizar novos recursos, provavelmente através das cores
correspondentes (Barp et al. submetido a).

A cor e o odor das flores, os quais servem como estimulos para atrair
animais polinizadores sao caracteristicas que desempenham um papel

importante no processo reprodutivo e na radiacdo das angiospermas. A
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convergéncia de tracos florais semelhantes entre espécies diferentes de
plantas, direcionou a formagdo de grupos especificos de polinizadores
chamados de sindrome de polinizacao (Faegri & Pijl, 1979).

Dentre outras caracteristicas, para uma borboleta ser um polinizador
efetivo, ela precisa fazer visitas constantes a uma espécie de planta (Dafni,
1992; Andersson & Dobson, 2003). Este fendmeno denominado de fidelidade
floral € bem documentado para abelhas (Free, 1963; Waser, 1986; Slaa et al.
2003). Estas aprendem rapidamente e usam o odor, a cor e a forma ou uma
combinacao destas caracteristicas para identificar as flores que contém recurso
(Frisch, 1950; Menzel & Erber, 1978; Lewis, 1993; Ney-Nifle et al. 2001). Estes
insetos quando forrageiam por pélen ou néctar podem exibir alta fidelidade para
uma espécie particular de flor, a qual fornece continuamente recurso (Free,
1963). Estudos realizados por Goulson & Cory (1993) com Pieris napi
(Pieridae), demonstraram experimentalmente que esta borboleta apresenta
fidelidade floral, pois visitaram com maior freqiiéncia uma determinada cor que
continha alimento. Conforme obtido por Barp et al. (submetido b), as plantas de
L. camara produzem em média 133 graos de podlen por flor. Dessa forma, a
julgar pela carga polinica correspondente obtida, um dado adulto de H. erato
phyllis visita diversas flores desta verbenacea na area.

Além de coletar pélen de forma ativa, especialmente em L. camara
(Gilbert, 1972), H. erato phyllis demonstra preferéncia inata pelas cores das
flores desta verbenacea (Barp et al. submetido a) e apresenta distribuicao

espacial e temporal relacionada com a distribuicdo destas flores. Estudos
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realizados na Costa Rica comprovaram a retirada de pélen e respectiva
importancia quanto a polinizagdo de cucurbitdceas dos géneros Anguria e
Gurania por Heliconius erato (Gilbert, 1975,1991). Assim, tal comportamento
alimentar parece aumentar o potencial das espécies de Heliconius a serem
polinizadores efetivos, 0 que parece ser o caso de H. erato phyllis em relagéo a
L. camara, o que deve ser elucidado.

Insetos que apresentam fexibilidade no padrdo de uso das flores como
recurso alimentar podem apresentar um valor adaptivo maior em relacdo aos
que nao apresentam tal caracteristica (Waser et al. 1996). Um inseto que é
incapaz de aprender através da experiéncia, gastard muito mais energia
visitando repetitivamente flores que oferecem pouco recurso ou que
apresentem estruturas incompativeis com o aparelho bucal (Lewis, 1993;
Laverty, 1994). Alternativamente, se um inseto apresentar preferéncia fixa a
uma determinada flor em particular, ele provavelmente, sera incapaz de se
adaptar temporalmente ou geograficamente de acordo com a disponibilidade
dos recursos (Waser, 1978; Lewis, 1989).

A ocorréncia de flores em uma determinada espécie vegetal, na maioria
dos casos, € sazonal e a disponibilizacdo dos recursos pode diminuir ou
desaparecer durante o periodo de vida de uma borboleta. No presente estudo,
isso ndo parece ser uma limitacdo para H. erato phyllis, pois L. camara,
principal recurso utilizado por esta borboleta, esta disponivel em todas as
estacbes do ano e com maior incidéncia no inverno, estacdo em que diminui a

disponibilidade de recurso das demais espécies. Por outro lado, nas demais



42

estacdes ocorre a incidéncia de flores das outras espécies que também sao
utilizadas como recurso alimentar.

Numa escala geografica mais ampla, conforme citado anteriormente, H.
erato phyllis distribui-se em todo Brasil, excetuando-se a regido amazénica. Em
relacdo as angiospermas estudas, L. camara é nativa da América tropical e
subtropical e introduzida na Europa, Africa, Sudeste Asiatico, Ilhas do Pacifico e
Oceania (Barrows, 1976; Day et al., 2003). S. cayennensis € nativa da América
tropical (Dias-Filho, 1994; Lorenzi & Souza, 2001; Sanders, 2001, G. teniusecta
€ nativa do sul do Brasil (Lorenzi & Souza, 2001). O género Melothria é nativo
do Rio Grande do Sul (Porto, 1973) e, D. tweediana ocorre no Uruguai, oeste do
Rio Grande do Sul e do norte a regiao central da Argentina (Rambo,1964).
Assim, geograficamente ha coincidéncia na ocorréncia deste heliconineo com
as angiospermas mais utilizadas como recurso alimentar para os adultos. As
demais espécies vegetais parecem servir como recurso complementar num
dado local. No entanto, é possivel que em outras regides, ao longo de sua
distribuicao geografica, outras angiospermas de ocorréncia local também sejam
utilizadas pelos adultos de H. erato phyllis.

E de supor que a alta frequiéncia de utilizagdo das flores de L. camara,
tanto numa escala espacial quanto temporal, por H. erato phyllis, associada a
plasticidade comportamental na utilizacdo de diversas flores, é resultado da
selecdo de caracteristicas adaptativas que foram mantidas ao longo de um
processo evolutivo, resultando em associagdes efetivas entre esta borboleta e

os recursos alimentares. Resta saber qual o papel desta verbenacea em
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relacdo a H. erato phyllis em escala mais abrangente ao longo de sua

distribuicao geografica.
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Variation in Flower Color, Resource Availability and Pattern of Daily Use of
Stachytarpheta cayennensis (Rich) Vahl and Lantana camara Linnaeus
(Verbenaceae) of Flowers by Heliconius erato phyllis (Fabricius)
(Lepidoptera; Nymphalidae)

ABSTRACT - Stachytarpheta cayennensis (Rich) Vahl and Lantana camara
Linnaeus are pointed out as the most commonly visited by adults of Heliconius
erato phyllis (Fabricius) (Lepidoptera: Nymphalidae). In the present study, the
availability of pollen and nectar in their flowers was determined throughout the
day, as well as the response of H. erato phyllis relative to the use of these flower
resources, associating the butterfly color preference, with the concentration of
sacarose and nectar in the flowers. In the field, the daily availability of pollen and
nectar was evaluated in flowers either exposed or protected from the floral
visitors. The pattern of daily use of flowers was evaluated observing focal adults.
To test the preference of butterflies to different concentrations of sucrose,
feeders with concentrations of 0, 5, 10, 20 and 40% of sucrose were offered to
the animals under insectary conditions. The capacity of association between
color and concentration of sucrose was evaluated using choice experiments. In
these experiments, feeders with preferred and non-preferred colors containing
combinations of the five sucrose concentrations were offered. In a circadian
scale, L. camara presented a greater availability of pollen and nectar for a longer
time, in comparison to S. cayennensis. H. erato phyllis utilized with higher
frequency and for a longer period of the day the flowers of L. camara when
compared to flowers of S. cayennensis. Butterflies preferred sucrose solutions
with a concentration between 10 and 20%, and associated color with sucrose
concentration. Thus, the preferential use for L. camara flowers could be related
to the availability of resources in addition to the capacity of this species of
butterfly to relate the preferred pattern of color to the concentration of sucrose in
the corresponding nectar.

KEY WORDS: learning, floral biology, heliconian, shrub verbena, blue rat’s tail
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RESUMO - As flores de Stachytarpheta cayennensis (Rich) Vahl e Lantana
camara Linnaeus (Verbenaceae) sao utilizadas freqientemente pelos adultos
de Heliconius erato phyllis (Fabricius) (Lepidoptera: Nymphalidae). Neste
estudo, foi determinada a disponibilidade de pdélen e néctar ao longo do dia,
bem como a resposta de H. erato phyllis quanto a utilizacdo destes recursos
florais, associando-se a preferéncia de cores da borboleta com a concentracao
de sacarose do néctar destas plantas. Em campo, a disponibilidade diaria de
polen e néctar foi avaliada tanto em flores expostas quanto protegidas dos
visitantes florais. O padrdo de utilizagdo diaria das flores foi determinado com
base em observacbes focais dos adultos. Para o teste de preferéncia, em
insetério, foram oferecidos alimentadores contendo sacarose nas
concentragdes de 0, 5, 10, 20 e 40%. A capacidade de associacao entre cor e
concentracdo de sacarose foi avaliada através de testes de escolha, sendo
utilizados alimentadores, dentro do espectro tanto das cores preferidas quanto
nao preferidas, em cinco combinacdes diferentes, dessas concentragdes. L.
camara disponibilizou pdlen e néctar em maior quantidade e por mais tempo em
relacdo a S. cayennensis. H. erato phyllis utilizou com maior freqiiéncia e por
um periodo maior do dia as flores de L. camara. As borboletas preferiram
solugdes de sacarose ente 10 e 20%, e associaram a cor do alimentador com a
concentragdao de sacarose preferida. Entdo, a maior utilizacao das flores de L.
camara pode estar relacionada a maior disponibilidade de recursos, aliado a
capacidade desta borboleta em relacionar o padrdo de cor preferido com
concentracdo de sacarose do néctar correspondente.

PALAVRAS-CHAVE: aprendizagem, biologia floral, borboletas do maracuja,

camarazinho, gervao

As interacdes ecolbgicas entre angiospermas e polinizadores resultaram
de uma longa histéria evolutiva de ambos (Feegri & Pijl, 1971; Lewis, 1993).

Neste contexto, o0s insetos desenvolveram caracteristicas sensoriais e
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comportamentais capazes de associar caracteres morfolégicos e/ou quimicos
das flores com a oferta de recurso correspondente (Weiss, 1995a; Kinoshita,
1999). Ou seja, as plantas desenvolveram mecanismos especializados de
sinalizacdo para os insetos polinizadores, como por exemplo, variacoes
temporais na coloracdo das flores, que atuam como indicativo de mudancas
associadas ao processo de disponibilizagdo de néctar e pdlen, e a ocorréncia
da fertilizacdo (Mathur & Mohan Ram, 1986; Delph, 1989; Gori, 1989; Weiss,
1991, 1995b).

Muitas espécies de borboletas utilizam como recurso alimentar o néctar
das flores, que se caracteriza por uma solucdo de carboidratos (mono e
dissacarideos) e outras substancias orgénicas hidrossolUveis (aminoacidos,
fendis) e lipidios, em diferentes concentragdes, dependendo da espécie vegetal
(Opler, 1983; Gardener & Gillman, 2002; Galetto & Bernardello, 2004). No
género Heliconius Kluk (Lepidoptera, Nymphalidae) estdo reunidas espécies
que além do néctar utilizam o polen das flores de diversas espéecies vegetais
(Gilbert, 1972; Krenn & Penz, 1998; Penz & Krenn, 2000; Corréa et al. 2001).
Gilbert (1972) sugere que, apds a coleta do pélen, o qual permanece aderido a
probdscide, ocorre uma mistura deste com um liquido que é regurgitado e os
nutrientes contidos no interior sdo dessa forma extraidos e, entdo, ingeridos.
Andlises do conteudo fecal desta borboleta indicam que o nimero de graos de
pblen ingerido é baixo, supostamente casual (Santos, 2002). Esses estudos
sugerem que, muito embora o néctar seja uma fonte principal de alimento de

Heliconius, o pblen possa contribuir com a sua nutricao, proporcionando mais
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energia para producao de ovos e aumento na longevidade dos adultos (Gilbert,
1972; Ferro, 1998).

Heliconius erato phyllis (Fabricius) ocorre em todo Brasil, com excecao da
regido amazébnica (Holzinger & Holzinger, 1994). Ha registros de pelo menos 56
espécies de angiospermas usadas como fonte de alimento pelos adultos
(Romanowski et al., 1985; Ruszczyk, 1986; Moreira et al., 1996; Ramos &
Freitas, 1999; Corréa et al. 2001). No Rio Grande do Sul, utilizam flores de 23
espécies, pertencentes a diversas familias, tais como Verbenaceae, Asteraceae,
Asclepiadaceae e Rubiaceae, dentre outras. As flores visitadas comumente sé&o
gamopétalas, com a corola formando um tubo de dimensbes aproximadas a da
probdscide. Duas espécies de Verbenaceae, Stachytarpheta cayennensis (Rich)
Vahl e Lantana camara Linnaeus destacam-se nesse sentido, sendo citadas
como as plantas mais utilizadas (Corréa et al., 2001). Segundo estes autores, H.
erato phyllis comporta-se como oportunista, ou seja, visita flores com padroes
morfolégicos passiveis de uso, disponiveis num dado tempo, numa determinada
area. Sabe-se também que, pelo menos em algumas areas, apresenta
distribuicdo agregada, fortemente influenciada pela disponibilidade dos recursos
utilizados tanto pelas larvas (Passiflora misera Humbold, Bonpland & Kunth)
quanto pelas flores (L. camara) utilizadas pelos adultos (Cerveira et al. 2003). Ao
longo das estacdes, esta borboleta utiliza com maior freqiiéncia as flores de L.
camara, mesmo quando as flores das demais espécies apresentam-se em maior

quantidade (Barp et al. submetido a).
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A variagéo na disponibilidade diaria de pélen e de néctar por L. camara e
S. cayennensis, se existente, bem como o respectivo padrao de visitacdo por H.
erato phyllis sao desconhecidos. Neste estudo, foi determinada a
disponibilidade de pdlen e néctar nas flores de L. camara e S. cayennensis ao
longo do dia, bem como a resposta de H. erato phyllis quanto a utilizacao dos
recursos florais destas espécies, associando-se a preferéncia de cores pela

borboleta com a concentragdo de carboidratos sollveis das flores.

MATERIAL E METODOS

Caracterizagdo das plantas

S. cayennensis € uma espécie nativa da América tropical, de porte
herbaceo, com folhas simples e filotaxia oposta cruzada. As flores sao perfeitas
(com androceu e gineceu), com lacinios de coloracdo azul-violeta e a fauce
branca, encontrando-se reunidas em espigas terminais (Dias-Filho, 1994;
Lorenzi, 2000; Sanders, 2001). Na area de estudo, apresenta-se em estagio
reprodutivo na primavera (Barp et al. submetido a). Pouco é conhecido em
relacdo a biologia floral de Stachytarpheta, sendo que a maioria dos trabalhos
tratam das propriedades farmacoldgicas (ver Schapoval et al. 1998; Mesia-Vela
et al. 2004), descricdo morfolégica e composicdo quimica das folhas (Futuro,
1992), diversidade e comportamento de insetos visitantes florais (Antonini et al.
2005).

L. camara é nativa da América tropical e subtropical, tendo sido

introduzida com finalidades ornamentais na Europa, Africa, Sudeste Asiatico,
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llhas do Pacifico e Oceania (Barrows, 1976; Ghisalberti, 2000). E uma planta
herbacea ou arbustiva que apresenta folhas inteiras, densamente pilosas, com
filotaxia oposta e flores perfeitas reunidas em inflorescéncias capituliformes
(Sinha & Sharma, 1984; Mabberley, 1997). Na area de estudo, floresce o ano
todo, apresentando maior incidéncia de estruturas reprodutivas no inverno
(Barp et al. submetido a). As flores sdo amarelas na antese. Entretanto, 24
horas depois, as corolas tornam-se alaranjadas, mudando para o vermelho, no
terceiro dia. Como a antese ocorre de forma centripeta numa dada
inflorescéncia, esta apresenta geralmente um disco central de flores amarelas e
um periférico com flores alaranjadas e vermelhas. Apenas as flores amarelas
apresentam poélen e néctar. Esta mudanca de coloracdo se da apds a
fertilizacdo, sendo ocasionada pela produgdo de antocianinas e B-caroteno
(Mohan Ram & Mathur, 1984; Mathur & Mohan Ram, 1986; Weiss, 1995a).
Como espécimes testemunhos, exemplares das duas espécies foram
coletadas, exsicatadas e incorporadas ao acervo do herbario ICN do
Departamento de Botanica da UFRGS, sob os numeros 140874 e 140875,

respectivamente.

Locais do estudo

As avaliagbes relativas ao podlen e néctar foram realizadas em
populacdes de L. camara e S. cayennensis existentes nas bordas de mata do
Morro Santana, Porto Alegre, RS (30°02’ S e 51°09’ W), em janeiro e fevereiro

de 2004 e 2005. A estrutura floristica da area € de uma mata de baixo porte, de
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carater secundario, em regeneracao. Predominam espécies tipicas de estadios
sucessionais iniciais como Guapira opposita (Vell.) Reitz (Nyctaginaceae),
Cupania vernalis Campess. e Allophylus edulis (A. St. -Hil, Cambess & A. Juss.)
Radlk (Sapindaceae) e Sebastiania serrata (Baill. ex Mull. Arg.) Muall. Arg.
(Euphorbiaceae) (Brack et al. 1998; Rlcker et al. 2003).

O padrao de utilizacao diaria das flores de L. camara e S. cayennensis
por H. erato phyllis foi determinado de 28 a 30 de janeiro de 2004, nas margens
de dois talhdes destinados a plantagdo de Eucalyptus spp. no Horto Florestal
Barba Negra (30° 23° S e 51° 12" W), Barra do Ribeiro, RS (Barp et al.
submetido a). No interior dos talhdes, ocorre um sub-bosque, composto
predominantemente por espécies nativas. Dentre estas destacam-se o butia,
Butia capitata (Martius) Becc. (Arecaceae) e a capororoca, Myrsine umbellata
Mart. (Myrsinaceae); ainda, Rumohra adiantiformis (G. Forst.) Ching.
(Dryopteridaceae), Desmodium sp. (Fabaceae) e Melothria cucumis Vell

(Cucurbitaceae) (Corréa et al., 2001).

Avaliacées dos recursos florais
Para determinacdo da producdo de néctar e polen das flores de L.
camara, foram marcados oito médulos e, para S. cayennensis, sete individuos. A
utilizacado de moédulos para as analises de L. camara foi devido a dificuldade em
se individualizar as plantas, dada a sua intensa expansao vegetativa lateral.
Inflorescéncias contendo apenas botdes florais foram isoladas utilizando-

se sacos de papel manteiga, com a finalidade de impedir o acesso de insetos
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visitantes. Apds 24 horas, o volume de néctar e a quantidade de pdlen
disponiveis foram avaliados em flores destacadas das inflorescéncias. Foram
analisadas duas flores por hora, por médulo ou por individuo, conforme a
espécie, no periodo das 8 as 17 horas.

O néctar foi coletado por intermédio de um pedaco de papel Wattman n°
1, de 1 cm?, posicionado na base do tubo floral. A mancha central, formada pela
absorcao do néctar, foi circundada a lapis e, o seu diametro, medido em uma
lupa Spencer® equipada com ocular contendo escala micrométrica. Os
didmetros (mm) correspondentes foram convertidos em volume de néctar (L),
conforme tabela existente em Dafni (1992). O padrao de producdo de néctar
das flores das duas espécies foi determinado também em flores expostas ao
forrageamento dos insetos, seguindo-se os mesmos métodos descritos para
avaliagao das flores protegidas.

No mesmo periodo e horario de amostragem do néctar foi quantificado o
namero de graos de podlen, tanto para flores protegidas como expostas. Estes
foram recolhidos das anteras com uma agulha histolégica, de diametro similar
ao da proboscide de H. erato phyllis. Imediatamente apds, foram montados
sobre lamina e laminula (20 x 20 mm), em glicerina liquida comercial, corada
com fucsina basica (C.l. No. 677) a 0,1%. Foram entdo contados sob
microscopio optico Wetzear® (aumento 100x), com o auxilio de um contador de
células manual. A contagem foi feita a partir de uma amostragem dos graos de
polen presentes em 35% de cada lamina analisada, seguindo método proposto

por Acioli (2003).
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A determinagdo da concentracdo de sacarose do néctar das duas
espécies foi realizada no dia 05 de janeiro de 2005. No dia anterior, 20
inflorescéncias em pré-antese foram isoladas dos visitantes florais utilizando-se
sacos de papel manteiga. Concomitantemente, das 12 as 13 horas, uma flor por
inflorescéncia de cada espécie foi destacada e o volume de néctar depositado
no leitor de concentracao de um refratbmetro de campo Carl Zeiss®. O indice
de refragdo (BRIX) obtido, foi transformado em mg/mL utilizando-se a tabela de
conversao existente em Kearns & Inouye (1993). Os dados foram testados
quanto a normalidade pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e comparados
através do teste “t” de Student, seguindo-se-os critérios descritos em Sokal &
Rohlf (1981).

Para determinar os horarios de inicio da abertura das flores, 40
inflorescéncias de L. camara em estagio de pré-antese foram marcadas
previamente e acompanhadas em intervalos de uma hora, das 8 as 18 horas.
Durante este periodo, foi quantificado o numero de flores em inicio de antese. O
horario de abscisdo da corola em S. cayennensis foi avaliado em 28
inflorescéncias, das 8 as 18 horas. Nesse caso, as inflorescéncias com flores
abertas foram inicialmente marcadas e avaliadas em relacdo a abscisao das

corolas, em intervalos de uma hora.

Utilizagcdo dos recursos florais
Para determinar o padrao de utilizacao diaria das flores de L. camara e

S. cayennensis por H. erato phyllis foi marcada uma trilha de 200 m de
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extensdo no Horto Florestal Barba Negra, localizada nas bordas de dois talhdes
de Eucalyptus spp. (Barp et al. submetido a). Nesta trilha, foi contado o numero
total de inflorescéncias das duas espécies. Das 9 as 16 horas, periodo de maior
atividade de H. erato phyllis (Ferro, 1998), foram feitas observacdes focais dos
adultos. Seqliencialmente, cada individuo avistado numa largura de borda de
aproximadamente 50 m foi seguido, registrando-se a espécie utilizada na

alimentacao e anotado o respectivo horario.

Preferéncia alimentar frente a concentragées de sacarose

O teste de preferéncia por diferentes concentracbes de sacarose foi
realizado em fevereiro de 2005 no insetario existente no Departamento de
Ecologia da UFRGS, Porto Alegre, RS. O insetario encontra-se dividido em
compartimentos de 2,0 x 2,0 x 2,7 m, construidos com tela sombrite 50%, de
cor preta (Kerpel, 1999).

As borboletas utilizadas nos testes (n=10) foram capturadas nas bordas
de uma mata localizada no Morro Santana, conforme descrito anteriormente.
Para a aclimatagédo, estas foram mantidas por 24 horas no insetario com
alimento ad libitum, composto de uma mistura de mel, pélen e agua destilada,
na proporcao de 2:1:7 (Ferro, 1998). Apds a aclimatacdo, foram distribuidas
individualmente nos compartimentos, por sorteio. A essas borboletas foram
oferecidos cinco alimentadores contendo sacarose nas concentragdes de 0, 5,
10, 20 e 40%. Os alimentadores foram confeccionados a partir de copos de

plastico descartaveis de poliestireno atéxico (Conserv®) e pintados com tinta
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acrilica fosca (Renner®). Para os testes, foram utilizadas as trés cores de
preferéncia inata desta borboleta (amarelo, alaranjado e vermelho; ver Barp et
al. submetido b) e duas cores de tonalidade intermediaria a estas (alaranjado 1
e vermelho 2), o que supostamente ndo influenciaria na escolha do alimentador,
uma vez que tais cores estdo dentro do espectro preferido pela borboleta. A
padronizacao dessas cores foi feita medindo-se a reflectancia (nm; Fig. 1) de
um quadrado (1mm?), removido dos copos pintados, utilizando-se
espectrofotdmetro Dataflasch 100®, com lampada padrdo D65 e software
Chromacalc®, no laboratério de desenvolvimento da empresa Renner Sayerlacy
S/A (Gravatai, RS). As concentragdes e as respectivas cores foram sorteadas
utilizando-se a tabela de numeros aleatérios. Durante o teste, realizado das 10
as 14 horas, os alimentadores foram dispostos no centro dos compartimentos,
sobre uma plataforma de madeira branca, de 1,5 m de comprimento e 0,2 m de
largura. A freqUéncia de alimentacdo (insercdo da probdscide num dado
alimentador) foi quantificada concomitantemente para todas as concentracdes.
Com o objetivo de evitar o condicionamento das borboletas a uma determinada
posicao, os alimentadores foram trocados de lugar a cada 48 minutos. Este
periodo foi determinado a partir do tempo destinado ao teste e 0 numero de
alimentadores utilizados. Os resultados obtidos foram comparados pelo teste

¥, 0s quais seguiram os critérios descritos em Sokal & Rohlf (1981).
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Figura 1. Curva de reflectdncia das cores utilizadas no experimento de
preferéncia por Heliconius erato phyllis em relacao a diferentes concentracoes
de sacarose.
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Associagéo entre cor e concentragdo de sacarose

Para avaliar indiretamente a capacidade de associacao entre cor da flor e
concentracao de sacarose no néctar por H. erato phyllis, adultos adicionais
foram capturados aos arredores do Morro Santana, conforme ja descrito.
Foram levados ao insetario e mantidos por 24 horas para aclimatagdo, onde
foram conduzidos testes de escolha em condicdes similares as utilizadas
para o teste de preferéncia por concentracdo de sacarose, nos meses de
margo e abril de 2005, conforme descrito anteriormente. Para este teste, porém,
foram utilizados alimentadores das cores preferidas (amarelo, alaranjado e
vermelho) e de cores nao preferidas (branco e lilds) (Barp et al. submetido b). A
padronizacdo dessas cores foi obtida como no experimento anterior, cujas
curvas de reflectancias encontram-se na Fig. 2. As concentracdes de sacarose
utilizadas foram de 0, 10, 20, 40 e 80%, totalizando cinco ensaios, para permitir
que cada cor fosse associada a todas as concentragdes utilizadas (Tabela 1).

Os alimentadores foram dispostos na plataforma branca descrita
anteriormente e trocados de posicdo a cada 48 min para evitar o
condicionamento das borboletas a uma determinada posicdo. As borboletas
(n=10 para cada ensaio; total de 50 individuos) foram observadas durante trés
dias, das 10 as 14 horas, sendo quantificado o numero de alimentacdes
realizadas em cada alimentador. Ap6s este periodo, os alimentadores foram

recolhidos e oferecidos novamente no outro dia, no inicio do teste.
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Figura 2. Curva de reflectancia das cores utilizadas nos testes de associagéao
entre cor e concentragao de sacarose por H. erato phyllis.
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Tabela 1. Delineamento experimental utilizado para avaliar a aprendizagem
associativa entre cor e concentragdo de sacarose por Heliconius erato phyllis
(n=10 para cada teste).

experimento cor concentracdo de sacarose (%)
I Lilas 80
Branco 40
Amarelo 0
Alaranjado 10
Vermelho 20
Il Lilas 20
Branco 10
Amarelo 80
Alaranjado 40
Vermelho 0
[ Lilas 0
Branco 20
Amarelo 40
Alaranjado 80
Vermelho 10
v Lilas 40
Branco 0
Amarelo 10
Alaranjado 20
Vermelho 80
\Y Lilas 10
Branco 80
Amarelo 20
Alaranjado 0

Vermelho 40
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RESULTADOS

Avaliagées dos recursos florais
A producéao de néctar pelas flores de L. camara protegidas dos visitantes

florais aumentou progressivamente durante o dia. O volume maximo foi de
1,7 uL e o minimo de 0,35 uL. Em média (+ erro padrao), as flores protegidas
produziram 0,98 + 0,10 uL/flor (Fig. 3A). O volume méaximo de néctar produzido
pelas flores expostas aos visitantes florais foi de 0,60 uL, havendo um
decréscimo a partir das 9 horas. O volume minimo constatado foi de 0,01 uL.
Em média, as flores de L. camara expostas aos visitantes florais produziram
0,31 + 0,02 uL /flor (Fig. 3B).

Nas flores de S. cayennensis que foram protegidas dos visitantes florais,
a producao de néctar também aumentou progressivamente ao longo do dia. O
volume maximo foi de 1,0 uL e o minimo de 0,06 uL. O volume médio de néctar
produzido foi de 0,40 + 0,01 ulL/flor (Fig. 3A). As flores que permaneceram
expostas aos visitantes florais apresentaram volume maximo de 0,55 uL e
minimo de 0,06 uL. Em média, tais flores apresentaram 0,14 + 0,007 pL de
néctar/flor (Fig. 3B).

Nas flores de L. camara protegidas dos Vvisitantes florais, a
disponibilizacdo dos grdaos de poélen manteve-se uniforme ao longo do dia. O
namero maximo de graos de pdlen disponibilizados por uma dada flor foi de 602
e, 0 minimo, de dois. Em média, as flores apresentaram 133 + 6,8 graos de

polen/flor (Fig. 4A). O maximo de graos de pdlen disponibilizados pelas flores
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Figura 3. Variacdo diaria (média + erro padrao) no volume de néctar floral
produzido pelas plantas de L. camara e S. cayennensis. A, isoladas dos
visitantes florais; B, expostas aos visitantes florais.
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Figura 4. Variacao diaria (média + erro padrdo) no numero de grdaos de polen
disponibilizados pelas plantas de L. camara e S. cayennensis. A, protegidas dos
visitantes florais; B, expostas aos visitantes florais.
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que ficaram expostas foi de 373 e o minimo de dois. Em média,
disponibilizaram 62,9 + 5,6 graos de pélen/flor (Fig. 4B).

A quantidade de graos de pélen coletados das flores de S. cayennensis
protegidas dos visitantes florais pouco variou ao longo do dia, apresentando
quantidade maxima de 98 e minima de trés. A quantidade média de graos
disponibilizados pelas flores foi de 34,4 + 1,37. Nas flores expostas aos
visitantes florais houve um decréscimo progressivo na quantidade de pdlen
disponibilizada ao longo do dia. O numero maximo de grdos de poélen
amostrado foi de 63 e o minimo de dois. Em média, as flores expostas
disponibilizaram 13,58 + 0,98 gréos de polen/flor (Fig. 4B).

O maior percentual (29,5 %) de flores de L. camara em inicio de antese
ocorreu as 10 horas. Porém, em diferentes horérios do dia, novas flores foram
abrindo, até as 14 horas (Fig. 5A). Em S. cayennensis, 100% das flores
encontravam-se abertas as 8 horas. Diferentemente de L. camara, que mantém
as flores junto a inflorescéncia apés a fertilizacdo, em S. cayennensis ocorre
abscisdo da corola a partir das 14 horas, sendo que as 18 horas todas
encontravam-se desprovidas dessa estrutura (Fig. 5B).

O néctar floral de S. cayennensis apresentou maior concentragao de
sacarose em relacao as flores de L. camara (média + erro padrao de 336 £ 90 e

242 = 73 mg/ml por flor respectivamente, t = 7,84; p = 0,0001).
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Figura 5. Variacao diaria na frequéncia de botdes florais em inicio de antese em
L. camara (A); variagao diaria na freqiéncia de abscisao da corola em flores de
S. cayennensis (B).
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Utilizagao dos recursos florais

Em trés dias de observacao, 89 borboletas foram acompanhadas frente a
776 eventos de alimentacdo. Destes, 712 ocorreram em flores de L. camara e
64 em S. cayennensis, resultado que diferiu estatisticamente (x%. 005 = p <
0,0001). H. erato phyllis visitou as flores de L. camara em busca de recurso
alimentar durante o dia todo. Em S. cayennensis, a utilizagéo das flores ocorreu

somente das 8 as 13 horas (Fig. 6).

Preferéncia alimentar frente a concentracées de sacarose

As borboletas utilizaram com maior freqiéncia os alimentadores
contendo solucbes de sacarose 10 e 20%, os quais ndo diferiram entre si
quanto ao uso. A frequéncia de utilizagdo do alimentador sem sacarose foi
significativamente menor em relacdo as demais concentragcoes. Os
alimentadores contendo solucado de sacarose 5 e 40%, tiverem uso em nivel

intermediario, nao diferindo entre si (Fig. 7).

Associag&o entre cor e concentragdo de sacarose

Em todas as combinacdes entre concentracées de sacarose e cores de
alimentadores ocorreu grande variacao na frequiéncia de alimentacao por H.
erato phyllis. Uma baixa freqiéncia de utilizacdo foi constatada quando o
alimentador continha apenas agua, independente da cor (Fig. 8). As borboletas
selecionaram com maior freqiiéncia os alimentadores que continham solucao

de sacarose 20% quando estes eram das cores amarelo, alaranjado e
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Figura 6. Variacao no uso diario por H. erato phyllis em relagao as flores de
(1 L.camarae M S. cayennensis.
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Figura 7. Preferéncia de H. erato phyllis em relacao a diferentes concentragdes
de sacarose. As cores utilizadas estdo na faixa de comprimento de onda onde
nao ha diferenga na preferéncia inata por esta borboleta. Barras seguidas de
letras distintas diferem estatisticamente (testes de %20.005:1 sSeguido de correcédo
de Yates).
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cores dos alimentadores e a concentragdes de sacarose. Barras seguidas de
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de Yates).
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vermelho. Os alimentadores branco e lilas foram menos visitados em todas as

combinagdes entre a concentracédo de sacarose e estas cores.

DISCUSSAO

L. camara e S. cayennensis produzem qualitativa e quantitativamente
polen e néctar de forma diferenciada ao longo do dia. Assim, os visitantes
florais precisam ajustar suas buscas de acordo com a variagdo temporal diaria
na disponibilizacdo destes recursos. H. erato phyllis utiliza com maior
frequéncia e durante um periodo maior do dia, as flores de L. camara como
recurso alimentar, quando comparado com S. cayennensis. Tal fato pode estar
associado a ocorréncia de flores em inicio de antese, que ocorre continuamente
até as 14 horas e também a maior producao de pélen e néctar em L. camara.
As flores de S. cayennensis, além de produzirem menor quantidade de pélen e
néctar, apresentam abertura sincronizada anterior ao periodo de atividade de H.
erato phyllis, razédo pela qual utilizam estas flores no inicio da manha. Assim, é
provavel que o periodo e a freqiéncia de visita desta borboleta estdo sendo
regulados pela variacao temporal na disponibilizacdo do pélen e do néctar floral
de ambas as plantas.

Estudos sobre a interacdo entre Heliconius ethilla (Godart) e as flores de
duas cucurbitdceas foram desenvolvidos em Trinidad por Gilbert (1975).
Gurania spinulosa (Poepp. & Endl.) Cogn. disponibiliza o pélen nas primeiras
horas do dia e a maior quantidade de néctar € produzida até as 12 horas. Neste

periodo, H. ethilla visita com maior freqiiéncia estas flores em relacdo as de
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Anguria triphylla Mig., que disponibiliza o pélen proximo ao meio dia e produz
maior volume de néctar apos este horario. Nesta espécie, a maior freqiéncia de
visitas das borboletas coincide também com os horarios de maior
disponibilizacao de pélen e néctar, ou seja, apés as 12 horas. Desta forma,
ocorre uma separacao temporal na producao de néctar e na disponibizacao de
pblen nas duas espécies e sua utilizagao por H. ethilla.

Quanto a utilizagdo dos recursos florais, muitos lepiddpteros sao
considerados oportunistas, pois visitam grande diversidade de flores (Sharp &
Parks, 1974; Courtney, 1986), moldando a utilizacdo de acordo com a
disponibilidade das mesmas. Apesar disso, algumas borboletas n&do visitam as
flores ao acaso, mas utilizam com maior freqiiéncia as que apresentam algum
tipo de sinalizagdo da presenca do recurso (Murph et al. 1984). Varios fatores
sdao apontados como responsaveis por esta utilizacdo seletiva. Entre eles,
destacam-se, de forma nao excludente, a preferéncia inata por cores (Crane,
1955; Weiss, 1997; Kinoshita et al. 1999), o comprimento do tubo da corola e
da probéscide (Weiss, 1995b; Corréa et al. 2001), o aroma floral (Anderson &
Dobson, 2003) e a qualidade e quantidade do néctar produzido (Rusterholz &
Erhardt, 2000). Além destes fatores, os heliconineos, como, por exemplo, H.
ethilla, apresentam a capacidade de memorizar rotas € com isso utilizar
diariamente as mesmas plantas na busca de pdlen e néctar, bem como de
plantas hospedeiras para oviposicao (Gilbert, 1975).

O padrao de coloracao das flores de L. camara e S. cayennensis é

bastante distinto. As inflorescéncias da primeira sdo formadas por flores de cor
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amarela, alaranjada e vermelha (Mathur & Mohan Ram, 1986; Weiss, 1991). J4,
as de S. cayennensis sao azul-violeta nas bordas da corola, tornando-se mais
claras no centro do tubo floral. Varios estudos indicam a existéncia de
preferéncia inata por cores, relacionadas a alimentagao, em diversas familias
de Lepidoptera, incluindo Nymphalidae, Papilionidae e Pieridae (ver Crane,
1955; Swihart, 1970; Scherer & Kolb, 1987; Weiss, 1995a; Kinoshita et al.1999).
Alguns ninfalideos também associam cor com a presenca de néctar (Swihart,
1971; Goulson & Cory, 1993; Weiss, 1995a). H. erato phyllis apresenta
preferéncia inata por amarelo, laranja e vermelho, que sao as cores das flores
de L. camara (Barp et al. submetido b). Este aspecto pode estar intermediando
a maior frequéncia de utilizagdo de L. camara em relagao a S. cayennensis.

A capacidade de aprendizado dos insetos pode ser classificada em
diversos tipos, como, habituacado, sensitizacdo, comportamento associativo ou
condicionamento, comportamento de aversdo e inducdo da preferéncia
(Bernays & Chapman, 1994; Bernays & Weiss, 1996). Vérios estudos tém
demonstrado que os lepiddpteros sdo capazes de discriminar e serem
condicionados a uma determinada cor, bem como associar a cor das flores com
variagdes na concentracdo do néctar (llse, 1937; Crane, 1955; Swihart, 1963;
Goulson & Cory, 1993; Weiss, 1995a; Kelber & Pfaff, 1997; Kinoshita, et al.
1999; Weiss & Papaj, 2003).

Tratando-se de H. erato phyllis, sugere-se que a maior freqiéncia de
utilizacdo das flores de L. camara também esta relacionada a capacidade de

condicionamento desta borboleta a uma determinada cor (Barp et al. submetido
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b). As flores de L. camara ocorrem continuamente ao longo do tempo,
possibilitando um contato visual continuo e consequentemente a ocorréncia
desta forma de aprendizagem. A utilizacdo das flores de Asclepias curassavica
(Apocinaceae) e Epidendrum fulgens (Orchidaceae) (Ramos & Freitas, 1999),
as quais apresentam o mesmo padrao de coloracdo de L. camara, reforcam a
evidéncia de condicionamento desta borboleta. No entanto, o pdélen destas
espécies nao é utilizado nutricionalmente, uma vez que encontra-se inacessivel,
pois apresenta-se agrupado em polinarios, aderentes ao corpo do inseto (Wyatt
& Broyles, 1994).

Além da cor, os insetos polinizadores percebem e aprendem sinais que
sdo emitidos pelas plantas, como odor, tamanho e forma, e associam estas
caracteristicas com a presenca néctar e pélen das flores (Faegri & Pijil, 1971;
Laverty, 1994; McNeely & Singer, 2001). Porém, estes sinais ndo sao
igualmente percebidos (Gould, 1993). Em abelhas, por exemplo, a percepcao
do odor precede a discriminagdo da cor e da forma das flores (Gould, 1993).
Assim, para forragear, as abelhas provavelmente integram informacgdes sobre a
localizagdo dos recursos alimentares com a percepcdo do odor e das
caracteristicas fisicas das plantas (Frisch, 1950; Chittka & Geiger, 1995; Ney-
Nifle et al. 2001).

Na maioria das angiospermas, as flores abrem e produzem néctar e
pblen até o estigma permanecer receptivo. Apos a fertilizagdo, ocorre a reducao
na quantidade de néctar produzido e a perda da viabilidade do pdlen. Na

sequéncia, as corolas murcham e sofrem abscisdo, o que diminui a atratividade
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aos visitantes florais (Faegri & Pijl, 1971). Em algumas plantas, como por
exemplo em L. camara, entretanto, as corolas n&o sofrem abscisdo
imediatamente apds a fertilizacdo e a retencao desse verticilo externo de
protecdo, associado a sua mudangca da cor, contribuem para aumentar a
atratividade dos visitantes florais (Barrows, 1976; Schemske, 1976; Weiss,
1991). Em relacdo as duas espécies estudadas, numa escala diaria, L. camara
disponibiliza néctar e pélen durante um maior periodo de tempo e as flores
permanecem na inflorescéncia ap6s a fertilizacao por até sete dias (Mathur &
Mohan Ram, 1986). Ja as flores de S. cayennensis sofrem abscisdo das corolas
ainda durante o periodo de atividade de H. erato phyllis.

Varios aspectos da biologia de Heliconius podem estar relacionados com
a utilizacdo do podlen na alimentacdo. Em fungcdo deste comportamento,
apresentam maior longevidade e a taxa de oviposi¢cao permanece constante ao
longo da vida (Gilbert, 1972). Dunlap-Pianka et al. (1977) constataram que
Heliconius charitonius, a qual utiliza pdlen e néctar das flores, vive até 75 dias,
periodo no qual seus ovarios nao sao alterados em tamanho. Porém, Dryas iulia
que utiliza exclusivamente néctar na sua dieta alimentar possui um periodo de
vida curto (de até 40 dias) e seus ovarios sofrem progressiva reducdo no
tamanho com a idade, diminuindo, também a fecundidade. Variagdo na
longevidade e fecundidade também ocorrem em fémeas de H. erato phyllis
quando alimentadas com diferentes propor¢cées de agua, mel e pdlen. As
fémeas alimentadas com agua vivem sete vezes menos e apresentam menor

taxa de oviposicao diaria do que as que recebem dietas contendo pélen e mel.
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Dessa forma, a alimentacdo a base de pélen permite maximizar a taxa de
oviposicao ao longo do periodo reprodutivo dos adultos, bem como uma maior
expectativa de vida (Dunlap-Pianka et al. 1977; Ferro, 1998).

Em termos de fornecimento de pédlen, é provavel que L. camara
apresente também maior quantidade de recurso, pois, em média, disponibiliza
maior numero de grdos em relacdo a S. cayennensis. Aparentemente, porém,
existem diferencas no tamanho do grao de podlen das duas espécies, o que
pode gerar diferencas na quantidade de compostos nutricionais, aspecto que
ainda precisa ser investigado.

O néctar é formado basicamente por aglcares, pequenas quantidades de
aminoacidos, fendis, lipidios, antioxidantes e agua, podendo variar entre
espécies de plantas. A sacarose é o agucar presente em maior quantidade, com
concentracdes de 5 a 66% (Baker, 1975; Koptur, 1992; Nicolson & Fleming,
2003; Galetto & Bernardello, 2004). Kingsolver & Daniel (1995) indicam que
para lepidopteros que se alimentam de néctar, a concentracdo 6tima de
sacarose esta entre 35 e 45%. Esta é independente do raio do canal do cibario,
porém dependente do raio do canal da probdéscide, ou seja, quanto maior o
didmetro desse canal, maior serd a capacidade de sugar liquidos mais
concentrados (sacarose), aumentando assim 0 ganho de energia.

Nas avaliagGes de preferéncia por diferentes concentragdes de sacarose
realizadas no presente estudo, H. erato phyllis preferiu concentracbes que se
aproximam das que sao encontradas em L. camara. Além disso, esta borboleta

visitou com maior freqiéncia os alimentadores que continham concentragées de
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10 e 20% de sacarose quando estes eram das cores amarelo, alaranjado e
vermelho, demonstrando assim capacidade de associar a cor preferida com a
concentragao também preferida. Acima e abaixo desta faixa, a freqiéncia de
visitas foi menor, mesmo nas cores preferidas. Desta forma, este
comportamento pode constituir-se em mais um dos fatores a contribuir para
selecdo das flores de L. camara por H. erato phyllis. E de se salientar também
que estudos em andamento em nosso laboratério sugerem que a preferéncia
por tais concentracbes se expressa mesmo com o uso de alimentadores de

mesma cor (E. Giani, UFRGS, dados inéditos).
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ABSTRACT

Choice experiments were performed under insectary conditions to investigate
the ability of Heliconius erato phyllis to discern colors of plants for oviposition
(leaves), the innate preference for colors of flowers, and learning (conditioning)
between color and presence of food (nectar). In the oviposition experiments,
artificial green and purple passion vine shoots, similar to the branches of
Passiflora suberosa Linnaeus, were offered to the insects. In the innate
preference experiments, feeders in the colors purple, lilac, green, yellow,
orange, red, black, and white containing sucrose at 1M were offered to the
butterflies. The same set up was used in the associative learning experiments.
Butterflies were kept for six days in the insectary and tested between 10 am and
2 pm. In the first three days, sucrose was offered in the red feeder and the
others were filled with distilled water. In the fourth day of experiment, for each
case, food was transferred to the other color feeders. In single choice tests, H.
erato phyllis laid a significantly higher number of eggs on green shoots in
comparison to purple ones. It also presented an innate preference for a group of
colors of the feeders (red, yellow, and orange), demonstrating high ability of
being conditioned to use the feeders that had sucrose. Moreover, it Showed to
able to search for food, using color as a cue to locate sacarose. Thus, our data
suggest vision is an important sensory modality for these butterflies, not only to
select food resources but also plants for oviposition.

Key-words: associative learning, conditioning, heliconian butterflies, vision
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RESUMO

Com base em testes de escolha em insetario, investigou-se a habilidade de
Heliconius erato phyllis em discriminar as cores das plantas para oviposicao
(folhas), a preferéncia inata por cores florais e aprendizagem associativa entre
cor e presengca de alimento (néctar). Para os testes de oviposicdo, foram
oferecidos ramos artificiais de cor verde e roxa, semelhantes aos de Passiflora
suberosa Linnaeus. Para o teste de preferéncia inata, foram oferecidos
alimentadores das cores roxo, lilas, verde, amarelo, alaranjado, vermelho, preto
e branco contendo sacarose 1M. Estes foram utilizados nos testes de
aprendizagem associativa. As borboletas foram mantidas durante seis dias e
testadas das 10 as 14h. Nos primeiros trés dias, a sacarose foi oferecida no
alimentador vermelho e os demais foram preenchidos com agua destilada. No
4° dia, em cada ensaio, o alimento foi transferido para os alimentadores das
demais cores. H. erato phyllis depositou maior nimero de ovos nos ramos
verdes, apresentou preferéncia inata por um conjunto de cores (vermelho,
amarelo e alaranjado). Este heliconineo foi condicionado a utilizar o alimentador
que continha sacarose. Além disso, foi demonstrada a habilidade em mudar o
sentido de busca, utilizando alimentadores de outras cores. Dessa forma, os
resultados demonstram que para H. erato phyllis, a visao é uma modalidade
sensorial importante ndo somente para a alimentacdo, mas também para a
oviposicao.

Palavras-chave: aprendizagem associativa, condicionamento, heliconineo,

visao.
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INTRODUCAO

Tanto para a selecdo de um substrato para oviposicao, quanto para o
encontro de um recurso alimentar por insetos adultos, ocorre a deteccdo de
sinais quimicos e fisicos das plantas potencialmente hospedeiras. Esse
processo de comunicacao ocorre através da percepcao destes sinais pelos
o6rgaos sensoriais dos insetos (Prokopy & Owens 1983; Ramaswamy 1988;
Papaj & Lewis 1993; Bernays & Chapman 1994).

Espécies de borboletas podem discriminar cores e formas quando
forrageiam por néctar ou quando buscam uma planta hospedeira para
oviposicao (Crane 1955; Rausher 1978; Traynier 1986; Weiss 1995; Kelber
1999). Assim, pode-se esperar que sejam capazes de aprender um dado
estimulo em contextos comportamentais distintos como alimentacdo e
oviposicao. A aprendizagem de cores relacionada a alimentacao e oviposigao ja
foi demonstrada em papilionideos (Weiss & Papaj 2003). Apds um periodo de
condicionamento em diferentes cores, estas desencadearam em Battus philenor
(Lepidoptera) o comportamento de oviposi¢cdo ou de alimentacdo. Do ponto de
vista ecologico, tal resultado indica que este lepiddptero utiliza um sinal visual
(cor) para o reconhecimento das plantas hospedeiras para oviposicao e para a
localizagéo das flores que séo utilizadas como fonte de néctar e de pdlen.

A capacidade de aprendizagem dos insetos herbivoros desempenha uma
importante fungdo no reconhecimento do local para oviposicdo e recursos

alimentares (Papaj & Lewis 1993). As borboletas podem localizar as flores
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quando procuram por néctar, associando cor com a presenca de acucares (Lewis
1986; Weiss 1995, 1997; Kinoshita et al. 1999) e seguir um padrdao temporal
diario de visita a flores, sugerindo a existéncia de condicionamento em relacao a
localizacao espacial dos recursos (Gilbert 1975).

A existéncia de preferéncia inata por cores relacionadas ao recurso
alimentar (néctar e pélen) tem sido utilizada indiretamente para demonstrar que os
lepidépteros tém capacidade de discriminar cores (Kelber & Pfaff 1997; Kinoshita
et al. 1999). Entretanto, o0 uso de uma dada cor pode ser alterado por
aprendizagem (Weiss 1995, 1997), o que esta relacionado a capacidade sensorial
desses insetos (Swihart & Swihart 1970). Em relacdo a oviposi¢éo, alguns
trabalhos indicam a associacdo entre a forma e a cor da folha com o numero de
ovos depositados (Rausher 1978; Traynier 1986; Roessingh & Stadler 1990).
Assim, a capacidade em discriminar e relacionar cores, combinado com outros
sinais, permite que os lepidépteros encontrem as plantas hospedeiras mais
adequadas (Rausher 1978).

A capacidade de aprendizado em insetos pode ser classificada em
diversos tipos: aprendizagem associativa ou condicionamento, inducao da
preferéncia e “principio de Hopkins” (Bernays & Chapman 1994; Bernays &
Weiss 1996; Kerpel & Moreira 2005). Quando certo evento aprendido é
armazenado no sistema nervoso central durante certo periodo de tempo, tem-
se a manifestagdo da memoria (Weiss & Papaj 2003).

A aprendizagem associativa ou condicionamento ocorre quando um

animal aprende a associar um estimulo que nao tem um significado especifico
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com outro significativo. Apos a experiéncia, o animal passa a utilizar o novo
estimulo. A inducao da preferéncia é um termo utilizado especialmente em
estudos com insetos fit6fagos, os quais tendem a preferir a planta ja
experienciada (Bernays & Chapman 1994). O principio de “Hopkins”, € uma
teoria que sugere que a fémea de um dado inseto ovipositara,
preferencialmente, sobre a planta hospedeira da qual foi alimentada quando era
larva, frente a uma situacao de escolha (Fox & Morrow 1981; Turlings et al.
1993).

As borboletas do género Heliconius utilizam néctar e pdlen como recurso
alimentar obtidos de um grande numero de espécies vegetais (Gilbert 1972;
Krenn & Penz 1998; Corréa et al. 2001). As fémeas de Heliconius erato phyllis
(Lepidoptera, Nymphalidae) ovipositam exclusivamente em espécies de
Passiflora (Passifloraceae) e avaliam caracteristicas intra- e interespecificas de
suas plantas hospedeiras. Sa&o capazes de avaliar visualmente varios
caracteres morfolégicos da hospedeira e de reconhecer a presenca de ovos de
coespecificos (Benson et al. 1976; Benson 1978; Mugrabi-Oliveira & Moreira
1996 a,b; Gauer 2000).

Passiflora suberosa Linnaeus € uma das espécies mais utilizadas como
hospedeira por H. erato phyllis no Rio Grande do Sul. Apresenta dois
morfotipos, denominados de formas “verde” e “roxa”, o que deve-se
principalmente a variagdes de incidéncia de luz. Plantas de ambientes
iluminados apresentam menor tamanho dos ramos, folhas de cor roxa, maior

densidade de tricomas e menor area foliar, quando comparada com as plantas



98

da forma verde que ocorrem em ambientes sombrios (Barp et al. no prelo). Em
relacdo a fonte de néctar e pdlen, este heliconineo utiliza preferencialmente
flores de Lantana camara Linnaeus (Verbenaceae) e Stachytarpheta
cayennensis (Rich.) Vahl (Verbenaceae) em quatro areas estudas no Rio
Grande do Sul (Corréa et al. 2001).

Os heliconineos possuem um sistema visual bem desenvolvido, com
capacidade de discriminar cores correspondentes a comprimentos de onda de
370 a 570nm (Swihart 1971). Assim, resta saber se a preferéncia por oviposicao
de H. erato phyllis por P. suberosa da forma verde estad relacionada a
discriminagdo das cores (verde e roxo) € ndo a outros atributos das duas
formas, bem como a existéncia de preferéncia inata e condicionamento a cores
associada a fonte de recurso alimentar para os adultos, que sao objetivos do

presente estudo.

MATERIAL E METODOS

Oviposicao

Testes de oviposicdo foram realizados em condi¢cdes de insetario no
periodo de fevereiro a marco de 2003. Este encontrava-se dividido em
compartimentos de 2,0 x 2,0 x 2,7 m, construidos com tela sombrite 50%, de
cor preta (Kerpel, 1999). As fémeas de H. erato phyllis utilizadas nos testes
foram capturadas nas bordas de uma mata localizada no Morro Santana, Porto

Alegre, RS (Barp et al. submetido a).
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As borboletas foram marcadas no lado ventral da asa esquerda anterior,
com caneta do tipo marcador permanente e testadas durante quatro dias.
Diariamente eram alimentadas com uma dieta composta de mel, pdlen e agua
destilada numa proporcéo de 2:1:7 (Ferro 1998).

Para avaliar o papel da visdo na selecdo das cores verde e roxa de
P. suberosa, foram confeccionadas folhas artificiais com papel filtro, que foram
fixadas em uma haste de arame forrada com o mesmo papel. Esse conjunto foi
pintado com tinta atoxica Acrilex® das cores verde e roxo, cédigos 545 e 565,
respectivamente (Fig. 1C). As reflectancias destas tintas apds a secagem
encontram-se representada na Figura 2 e foram obtidas de 1mm? do material
pintado. As andlises foram realizadas em espectrofotdmetro Dataflasch 100°,
com lampada padrao D65 e software chromacalc, no laboratério de
desenvolvimento da empresa Renner Sayerlacy S/A (Tintas Renner) em
Gravatai, RS.

Para a construcao do ramo artificial foram utilizadas hastes de arame
com cerca de 36 cm e quatro folhas. Em cada ramo artificial foi afixado um
ramo de P. suberosa do tipo verde, cujas folhas foram removidas, mas com a
regido apical mantida intacta, com vistas a atrair as fémeas para
oviposicao(Rodrigues & Moreira, 1999). Esses ramos naturais foram obtidos de
plantas cultivadas nas mesmas condicdes ambientais.

Para os testes com chance de escolha, foram oferecidos

concomitantemente as fémeas (n=20), cinco ramos artificiais de cor verde
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Figura 1. Formas “verde” e “roxa” de Passiflora suberosa. A e B, folhas
naturais; C, ramos artificiais.
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Figura 2. Curva de reflectdncia das cores verde e roxa do papel colorido

utilizado para confeccionar as folhas para os testes de oviposicdo por
Heliconius erato phyllis.
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concomitantemente as fémeas (n=20), cinco ramos artificiais de cor verde e cinco
de cor roxa. A porcdo basal desses ramos foi mantida dentro de garrafas
plasticas contendo agua e um suporte de arame com o objetivo de uniformizar a
posicao (vertical) dos ramos. Os ramos foram dispostos nos compartimentos do
insetario através de sorteio e posicionados de maneira equidistante entre si. Para
determinar o numero de ovos postos, cada tipo de ramo testado foi examinado
diariamente durante quatro dias (periodo de duracédo do teste). Os testes sem
chance de escolha foram realizados de forma similar ao teste anterior. Contudo,
foram oferecidos as fémeas (n=20 para cada cor) ramos de apenas uma cor
(verde ou roxa). Os dados obtidos foram testados quanto a normalidade e
homocedasticidade das variancias pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e
Bartlett, respectivamente. Estes ndo apresentaram distribuicdo normal, portanto

foram comparados através de testes “U” de Mann-Whitney (Zar 1999).

Preferéncia inata

Para avaliar a preferéncia inata dos adultos de H. erato phyllis pelas
cores roxo, lilas, verde, amarelo, alaranjado, vermelho, preto e branco, larvas
recém-eclodidas foram alimentadas com ramos de P. suberosa até a
emergéncia do imago. Os adultos foram mantidos em gaiolas de tela
transparente de 1,30 m de altura e 30 cm de largura, onde permaneceram
durante 24 h sem receber alimentacdo. Apds este periodo, as borboletas foram
transferidas para o insetario. Para realizacdo do teste de preferéncia, foram

oferecidos, aleatoriamente, oito alimentadores contendo sacarose 1M. Os
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alimentadores foram constituidos por dois recipientes circulares, um com 5 cm
de didmetro e 2,5 cm de altura, e outro com 2,5 cm de didmetro e de mesma
altura. O maior foi confeccionado com copo de plastico descartavel de
poliestireno atéxico (Conserv®) e pintado com tinta acrilica fosca (Renner®) das
cores preto, roxo, lilds, verde, branco, amarelo, alaranjado e com curva de
reflectancia determinada (Fig. 3), conforme método descrito anteriormente. O
recipiente menor, de acrilico, incolor, também foi pintado com as mesmas tintas
e cores e colocado no centro do maior. O primeiro foi preenchido com sacarose
e 0 segundo com agua para evitar o acesso das formigas a sacarose. Os
alimentadores das diferentes cores foram dispostos no centro dos
compartimentos sobre uma plataforma de madeira branca, de 1,5 m de
comprimento e 0,2 m de largura a 20 cm do solo (Fig. 4). As borboletas foram
observadas das 10 as 14 h, periodo de maior atividade desta espécie (Mugrabi-
Oliveira 1996), registrando-se a cor do alimentador visitado. Foi considerado
como alimentagao a extensao da probdscide dirigida para dentro recipiente que
continha sacarose. A primeira cor visitada foi considerada como aquela de
preferéncia inata. Os dados foram analisados pelo teste G. Os resultados
referentes a alimentacao diaria foram comparados através do teste de Kruskal-

Walllis, seguido de testes multiplos de Dunn (Zar 1999).
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Figura 3. Curva de reflectancia das cores dos alimentadores utilizados nos
testes de preferéncia inata e aprendizagem associativa de Heliconius erato
phyllis.
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Figura 4. Alimentadores utilizados nos testes de preferéncia inata e
aprendizagem associativa de Heliconius erato phyllis.
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Aprendizagem associativa

Para avaliar a existéncia aprendizagem associativa em relacao as cores,
adultos de H. erato phyllis foram capturados nas bordas de uma mata localizada
no Morro Santana, Porto Alegre, RS, mantidos em condi¢gdes de insetario (Barp
et al. Submetido a) e testadas das 10 as 14h, nos meses de janeiro a marco de
2004.

Em funcéao dos resultados obtidos nos testes de preferéncia inata, optou-
se por utilizar a cor vermelha para os trés primeiros dias do experimento
(condicionamento). Neste periodo, as borboletas (n= 18 para cada cor testada)
receberam alimento (sacarose 1M) apenas no alimentador vermelho e os
demais (preto, roxo, lilas, verde, amarelo, alaranjado, vermelho e branco)
foram preenchidos com agua destilada. Estes foram distribuidos de forma
equidistante sobre uma plataforma branca, conforme descrito anteriormente. A
posicdo dos alimentadores das diferentes cores foi distribuida por sorteio,
utilizando-se tabela de numeros aleatérios. Com o objetivo de evitar o
condicionamento das borboletas a uma determinada posicéo, os alimentadores
foram trocados de lugar a cada 30 minutos. Este periodo foi determinado a
partir do tempo destinado ao teste e 0 numero de alimentadores utilizados.

Apods este periodo (4° dia), para cada um dos ensaios em que a sacarose
foi oferecida em alimentadores das diferentes cores, foi considerado como
condicionamento quando a alimentacdo foi mantida na cor vermelha mesmo

Sem sacarose.
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RESULTADOS

Oviposicao

No teste com chance de escolha, 0 nimero de ovos depositados pelas
fémeas de H. erato phyllis foi significativamente maior nos ramos artificiais de
cor verde em relacdo aos de cor roxa (Fig. 5A). No teste sem chance de
escolha, o niumero de ovos depositados nos ramos das duas cores nao diferiu

estatisticamente (Fig. 5B).

Preferéncia inata

Para primeira alimentacao, H. erato phyllis utilizou com maior freqiéncia
os alimentadores das cores amarelo, alaranjado e vermelho em relacdo as
demais cores (preto, roxo, lilds, verde e branco) (Fig. 6). Quando avaliou-se a
alimentacao diaria, a frequéncia de visitas deste heliconineo aos alimentadores
alaranjado, amarelo e vermelho diferiu dos alimentadores branco e roxo. A
frequéncia de utilizagdo do alimentador lilds nao diferiu do amarelo e do

vermelho (Fig. 7).

Aprendizagem associativa
Tanto na primeira fase do experimento, em que a sacarose foi oferecida
no alimentador vermelho, quanto na segunda, onde em diferentes ensaios, o

alimento foi oferecido em alimentadores das cores alaranjado, amarelo, branco,
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Figura 5. Intensidade de oviposicdo por Heliconius erato phyllis em ramos
artificiais das cores roxo e verde. A, com chance de escolha; B, sem chance de
escolha. Colunas seguidas de letras distintas diferem estatisticamente. Testes
“U” de Mann-Whitney.
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os alimentadores das cores: ala, alaranjado; ama, amarelo; vem, vermelho;
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Figura 7. Visitas efetuadas por Heliconius erato phyllis em relacdo aos
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0,05).
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verde, lilas, roxo e preto, nas primeiras quatro horas de teste, a freqiiéncia de
visitas variou entre os alimentadores das diferentes cores, sendo o alimentador
vermelho o mais visitado por H. erato phyllis (Fig. 8).

No ensaio em que no quarto dia a sacarose foi oferecida no alimentador
alaranjado, nas primeiras duas horas, as borboletas continuaram escolhendo o
alimentador vermelho, mesmo contendo apenas agua. Doze horas apdés a troca,
96,8% das visitas passaram a ocorrer no alimentador alaranjado (Fig. 8A). Duas
horas apds a troca da sacarose do alimentador vermelho para o amarelo,
67,6% das alimentagdes passaram a ocorrer no alimentador amarelo, e oito
horas apds, 100% das alimentacdées ocorreram no recipiente desta cor (Fig.
8B).

No ensaio em que a sacarose foi trocada do alimentador vermelho para o
branco, 83,7% das visitas continuaram ocorrendo no alimentador vermelho. Oito
horas apds, 78,9% das alimentacbes passaram a ocorrer no alimentador branco
(Fig. 8C). Quando a sacarose foi trocada do alimentador vermelho para o lilas,
quatro horas apds, 40% das visitas continuaram a ocorrer no alimentador
vermelho. Doze horas apds, 100% das borboletas passaram a utilizar o
alimentador lilas (Fig. 8D).

Nas primeiras 4 horas em que a sacarose foi trocada do alimentador
vermelho para o roxo, 100% das alimentacdées continuaram a ocorrer no
alimentador vermelho. O maximo de visitas ocorridas no alimentador roxo foi de
70% (Fig. 8E). Doze horas apds a sacarose ter sido oferecida no alimentador

verde € que ocorreram visitas nesta cor (10,7%) e ainda 50,7% permaneceram
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visitando o alimentador vermelho, mesmo contendo apenas agua (Fig. 8F). No
ensaio em que na segunda fase o alimento foi oferecido no recipiente preto, as
borboletas continuaram a utilizar o alimentador vermelho (Fig. 8G). O
alimentador preto néo foi visitado pelas borboletas em nenhum dos ensaios.
Apoés trés dias em que a sacarose foi oferecida no alimentador vermelho,
o amarelo foi escolhido em tempo significativamente menor, quando comparado
com os alimentadores das demais cores. As borboletas levaram mais tempo

para encontrar o alimento quando a sacarose foi oferecida na cor verde (Fig. 9).

DISCUSSAO

Os ramos de P. suberosa das formas verde e roxa sao discriminados
pelas fémeas de H. erato phyllis durante o processo de escolha da planta
hospedeira. Tal comportamento ja havia sido quantificado por Gauer (2000),
usando substratos naturais (ramos intactos de P. suberosa). A cor roxa dos
ramos pode estar interferindo no reconhecimento visual e/ou sinalizando a
presenca de compostos quimicos e ou estruturas morfolégicas indesejaveis,
evitando assim a oviposicdo. Este comportamento pode estar associado a
diminuicdo na sobrevivéncia e performance dos imaturos, pois 0os ramos da
forma roxa apresentam maior dureza e menor area foliar quando comparado
com a forma verde. A ocorréncia desta cor nas folhas de P. suberosa é

resultado da fotoativacao da biossintese de antocianinas (Barp et al. no prelo).
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Figura 9. Tempo necessario para o encontro do alimento por Heliconius erato
phyllis quando, apéds trés dias de condicionamento na cor vermelha, a sacarose
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multiplos de Tukey, a = 0,05).
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Além das cores dos ramos de P. suberosa, H. erato phyllis também
discrimina o tamanho dos ramos, a presenca de regido apical e de
coespecificos das plantas hospedeiras (Mugrabi-Oliveira & Moreira 1996 a,b;
Kerpel & Moreira 2005). A habilidade em avaliar as caracteristicas fisicas das
plantas € atribuida a existéncia de um cérebro avantajado e um sofisticado
sistema visual (Swihart 1971; Gilbert 1975). Os heliconineos apresentam
capacidade em discriminar cores (llse 1937; Crane 1955; Swihart 1971), na
faixa de comprimentos de onda de 370 a 570 nm (Struwe 1972).

A preferéncia por cores tem sido demonstrada para varias espécies de
lepidéptera, por exemplo Heliconius erato hydara apresenta preferéncia inata
pelo amarelo (Crane, 1955), Heliconius charitonius prefere as cores
vermelho/alaranjado, seguido por azul e azul/esverdeado (Swihart & Swihart
1970), Battus philenor tem preferéncia inata pela cor amarela, tanto em flores
naturais de L. camara, quanto em artificiais (Weiss 1997).

No presente estudo, H. erato phyllis demonstrou preferéncia inata pelas
cores amarelo, alaranjado e vermelho, tanto na primeira alimentacéo, quanto ao
longo do dia. Esta preferéncia pode estar relacionada as cores de L. camara,
uma das flores mais utilizada por este ninfalideo, tanto em escala sazonal
quanto diaria (Barp et al. submetido b).

Segundo Weiss (1995), existem pelo menos 23 espécies de cinco
familias de Lepidoptera (Nymphalidae, Papilionidae, Pieridae, Hesperiidae e
Sphingidae) que selecionam as flores amarelas de L. camara, sugerindo a

existéncia de aprendizagem associativa. A aprendizagem associativa ou
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condicionamento ocorre quando um animal aprende a associar 0 estimulo com
uma recompensa. Apos esta experiéncia o individuo passa a utilizar o novo
estimulo aprendido (Turlings et al. 1993) e quando este evento é armazenado
no sistema nervoso central durante certo periodo de tempo, tem-se a
manifestacdo da memoaria (Dukas & Real 1993).

No caso de H. erato phyllis, os adultos ficaram condicionados a utilizar os
alimentadores vermelhos quando o alimento foi oferecido nesta cor por trés dias
consecutivos. Apds este periodo, as borboletas demonstraram habilidade de
mudar o comportamento de busca, procurando em alimentadores de outras
cores até encontrar o alimentador que continha sacarose. Além disso, na
primeira alimentagao diaria os individuos visitaram a mesma cor utilizada no dia
anterior, manifestando assim a existéncia de meméria. A habilidade em
aprender e associar a cor com a presenca de acucar também foi demonstrada
experimentalmente em Pieris napi (Goulson & Cory 1993), em Heliconius
charitonius (Swihart 1971) e Agraulis vanillae (Weiss 1995).

O menor tempo de busca pelo alimento foi registrado quando, ap6s o
periodo de condicionamento na cor vermelha, a sacarose foi oferecida no
alimentador amarelo. Tal fato pode estar relacionado a preferéncia inata deste
heliconineo. Além disso, as flores desta cor, no caso de L. camara, sao as que
contém pdlen e néctar (Mathur & Mohan Ram 1986).

A plasticidade comportamental torna as borboletas capazes de mudar a
freqUéncia de uso de uma flor ap6s um periodo de condicionamento, similar ao

demonstrado em abelhas por Frisch (1950) e Menzel & Erber (1978). A
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flexibilidade na estratégia de forrageamento aumenta o valor adaptativo, pois
um inseto nectarifero que é incapaz de aprender a localizar o recurso em flores
com padrdes diferentes das que esta habituado, gastara mais tempo e energia
visitando repetidamente flores que disponibilizam poucos recursos. Além disso,
a variacdo sazonal na disponibilidade de flores pode afetar o encontro do
alimento.

Em condi¢bes naturais, H. erato phyllis utiliza com maior frequéncia as
flores que apresentam as cores preferidas (Barp et al. submentido b). Dessa
forma, a cor das flores se apresenta como um sinal que intermedia o uso dos
recursos florais no espaco e no tempo. Assim, a habilidade de H. erato phyllis
em discriminar cores, seja para alimentacdo ou oviposicdo, possibilita o
encontro de uma planta hospedeira adequada e um recurso alimentar em outra
cor. Dessa forma, infere-se que a capacidade de aprender e de relacionar cor
com presenca de alimento constitui-se uma vantagem adaptativa para esta

espécie.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

Os resultados demonstram que Lantana camara é um recurso importante
para os adultos de Heliconius erato phyllis, tanto numa escala espacial, quanto
temporal. Esta verbenacea apresenta flores o ano todo, acentuando-se o
namero de inflorescéncias no inverno, periodo em que as demais espécies
utilizadas (Stachytarpheta cayennensis, Glandularia tenuisecta, Melothria
cucumis e Dicliptera tweediana) encontram-se em estagio vegetativo. A
presenca de graos de pdélen aderidos a probdscide deste ninfalideo coincide
com o estagio reprodutivo de cada espécie vegetal estudada. Dentre estas, o
pbélen de L. camara foi encontrado em todos os meses do ano e em maior
quantidade. Soma-se a isso, 0 comportamento de coletar pdélen de forma ativa
nessa planta (Gilbert, 1972), o que aumenta a possibilidade de H. erato phyllis
ser um polinizador efetivo desta verbenacea, o que precisa ser elucidado.

O padrao de distribuicdo das seis espécies estudadas mostrou-se
agregado. Para H. erato phyllis, a distribuicdo esta associada a ocorréncia das
flores de L. camara, especialmente no verao; ou seja, espacialmente concentra
suas atividades de coleta diaria nas proximidades dos recursos florais utilizados
pelos adultos. Embora H. erato phyllis tenha utilizado com maior freqiiéncia as
flores de L. camara, foi observada a presenca de graos de pélen de, pelo

menos, quinze angiospermas aderidos a sua probdéscide. Tal fato pode indicar a
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grande capacidade em reconhecer e memorizar novos recursos, supostamente
através das cores das flores.

L. camara e S. cayennensis produzem qualitativa e quantitativamente
pbélen e néctar de forma diferenciada ao longo do dia. O néctar floral de S.
cayennensis contém maior concentracdo de sacarose em relacao ao das flores
de L. camara. Esta apresentou maior quantidade de pdélen e néctar, ocorrendo
continuamente flores em inicio de antese até as 14 horas. As flores de S.
cayennensis, além de produzirem menor quantidade de pdlen e néctar,
apresentam abertura sincronizada anterior ao periodo de atividade de H. erato
phyllis, razdo pela qual utilizam estas flores no inicio da manhd e as de L.
camara sao visitadas durante todo o periodo. Assim, este lepidéptero ajusta a
frequéncia e o periodo de uso dos recursos florais destas duas verbenaceas de
acordo com os horarios de maior disponibilizacao do poélen e do néctar.

H. erato phyllis demonstrou preferéncia inata pelo amarelo, alaranjado e
vermelho, coincidindo com o padrao de coloragdo das inflorescéncias de L.
camara. As flores desta verbenacea sdo amarelas na antese e, 24 horas
depois, as corolas tornam-se alaranjadas, mudando apdés para o vermelho.
Apenas as flores amarelas apresentam pélen e néctar. Esta mudanca de
coloragdo se da apo6s a fertilizacdo, sendo ocasionada pela producdo de
antocianinas e B-caroteno (Mohan Ram & Mathur, 1984; Mathur & Mohan Ram,
1986; Weiss, 1995). Este mesmo padrdao de coloracdo é encontrado nas
inflorescéncias de Asclepias curassavica (Apocinaceae) e Epidendrum fulgens

(Orchidaceae), as quais também sao visitadas por H. erato phyllis (Ramos &
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Freitas, 1999). Bierzychudek (1981) sugere a existéncia de mimetismo
Mdlleriano entre estas espécies vegetais. A. curassavica e E. fulgens estariam
sendo beneficiadas pelo seu padrdo de coloracdo, pois, H. erato phyllis,
transporta seus polinarios aderidos ao corpo, porém o pélen esta inacessivel
para sua utilizacao (Wyatt & Broyles, 1994). A inclusao do pdlen na dieta deste
heliconineo representa maior longevidade e taxa de oviposicao constante ao
longo da vida (Dunlap-Pianka et al. 1977; Ferro, 1998). Em termos de
fornecimento de pélen, L. camara apresenta maior quantidade de recurso, pois,
em média, disponibiliza maior numero de graos em relacédo a S. cayennensis.

H. erato phyllis distingue cores, tanto para o encontro de uma planta
hospedeira, discriminando as cores verde e roxa de P. suberosa, quanto para a
alimentagdo associando a cor preferida com a concentracdo de sacarose
também preferida. Com excecdo ao preto, este heliconineo pode ser
condicionado a uma dada cor, quando a esta estiver associado a presenca de
sacarose. Além disso, demonstrou habilidade em mudar o comportamento de
busca, quando a sacarose foi oferecida em um recipiente de outra cor.
Dependendo da cor do alimentador, essa mudancga pode ser mais rapida ou
mais lenta. Neste caso, o alimentador amarelo foi 0 que desencadeou essa
mudang¢a com maior rapidez. Esta escolha pode estar relacionada a preferéncia
inata de H. erato phyllis e a presenca de pélen e néctar, principalmente nas
flores amarelas de L. camara (Mathur & Mohan Ram, 1986).

Como as flores de L. camara apresentam um padrao de coloracao

preferido e disponibilizam quali e quantitativamente recursos alimentares para
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os adultos de H. erato phyllis, tanto em escala espacial quanto temporal, é
possivel que caracterisiticas comportamentais desta borboleta foram sendo
selecionadas para o uso eficiente desta flor. E, por outro lado, em L. camara, a
coloragdo, a morfologia floral e o padrao de producdo de néctar e
disponibilizacdo de podlen, permite que, possivelmente, H. erato phyllis atue
como um polinizador efetivo desta verbenacea, o que ainda precisa ser

investigado.
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