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RESUMO

Heliconius erato phyllis (Lepidoptera, Nymphalidae) faz parte do grupo de
borboletas Neotropicais,aposemaéticas impalataveis do género Heliconius. Essa espécie
apresenta assincronia no amadurecimento sexual entre machos e fémeas. Enquanto as
fémeas ja estdo aptas a copular apds emergirem, os machos ndo apresentam habilidade
para copular antes de 6 a 7 dias. O objetivo do estudo foi investigar as causas dessa
assincronia no amadurecimento sexual entre machos e fémeas utilizando uma
abordagem fisioldgica. Foram analisadas as diferencas sexuais, por métodos de
espectrofotometria, as variaveis metabdlicas glicogénio, lipidios totais, triglicerideos,
proteinas totais, acido Urico, lactato, lipo peroxidacdo e a atividade enzimética da
catalase e glutationa s-transferase durante a metamorfose e na vida adulta antes e depois
da reproducdo. Durante a metamorfose o glicogénio parece ser o principal substrato
utilizado no desenvolvimento. As enzimas antioxidantes se mantiveram mais altas nas
pupas do que nos adultos indicando que possuem um papel importante durante a
metamorfose. Encontrou-se deferengas sexuais, principalmente nos adultos, quanto a
mobilizagdo dos recursos enegéticos. Machos mantem os niveis de lipidios mais altos
do que as em fémeas durante a vida adulta e de glicogénio nos primeiros dias. Esses
resultados sugerem que talvez a assincronia sexual em termos do inicio de reproducéo,

em H. erato phyllis, seja uma questdo de capacidade energética para os machos.



ABSTRACT

The buttefly Heliconius erato phyllis is part of the group of Neotropical
butterflies which are unpalatable and aposematic. This species has an asynchrony in
sexual maturity between males and females. While females are already able to copulate
after emerging, males have no ability to copulate before 6 to 7 days. The objective of
this study was to investigate the causes of this asynchrony in sexual maturity between
males and females using a physiological approach. We analyzed, by spectrophotometry
methods, the metabolic variables glycogen, total lipids, triglycerides, total proteins, uric
acid, lactate, lipo peroxidation and enzymatic activity of catalase and glutathione s-
transferase in both sexes during metamorphosis and adult life before and after
copulation. During metamorphosis glycogen appears to be the main substrate used in
the development. Antioxidant enzymes remained higher in pupae than in adults
indicating that they play an important role during metamorphosis. We found sexual
differences, especially in adults, on the mobilization of energy resources. Males
maintain lipid levels higher than in females during adulthood and glycogen in the early
days. These results suggest that perhaps the sexual asynchrony H. erato phyllis is a

matter of energetic capacity for males.



Capitulo 1

Introducao Geral



A biologia evolutiva tem tratado, tanto teoricamente como empiricamente a
questdo da evolucdo das histdrias de vida e trade-offs (uma expressdo comumente usada
em inglés, pois sua traducdo implica em explicar a alocacdo de recursos para diferentes
funcdes, tal como sobrevivéncia e reproducdo, por exemplo; o aumento de uma implica
necessariamente, na diminuicdo da outra). O problema béasico é como distribuir os
recursos energéticos entre a duracdo da vida, sobrevivéncia e atividade reprodutiva.
Qual o ganho em comegar a reproduzir cedo na vida? Isso implicaria em uma duragéo

da vida mais curta? ( Roff ,1992; Herron e Freeman, 2014).

H& uma grande variagdo nas histérias de vidas entre as espécies e em particular
entre as borboletas. No Rio Grande do Sul ha espécies que representam exemplos
extremos de historias de vida: de um lado, espécies do género Actinote (Fig. 1.
Nymphalidae, Acraeinae), abundantes em todo o Estado, fazem uma postura Unica, com
mais de 150 ovos (semelparidade), mas seu periodo de vida adulta é de 7 a 10 dias, em
média. Ja as espécies de Heliconius (Fig. 2. Nymphalidae, Heliconiinae) cuja vida na
fase adulta pode durar até 6 meses (em cativeiro uma fémea chegou aos 8 meses),
apresentam reproducdo continua durante toda a vida, com postura de ovos diaria entre
3 a 4 ovos (iteroparidade). Todavia, mesmo dentro do género Heliconius ha diferencas
nas histdrias de vida; apenas para exemplificar, uma espécie que é da Mata Atlantica,
Heliconius sara apseudes, que é também de vida longa, s6 que as fémeas colocam ovos
junto de posturas prévias, tal que uma “postura” pode ter cerca de 50 — 70 ovos, mas de
fémeas diferentes. As espécies mais comuns no RS, H.erato phyllis, H. besckei e

H.ethilla narcaea, todas colocam ovos individuais, durante meses.



Fig. 2. Heliconius erato pyIIis, Itapud, RS.

Em muitas espécies de animais, machos e fémeas diferem morfologicamente e
também em seus comportamentos reprodutivos, podendo assim, em resposta aos
mesmos estimulos ambientais adotarem diferentes estratégias comportamentais e
fisioldgicas. Como exemplo podemos citar o experimento de Leimar et al (1994) com a
borboleta Pieris napi, onde fémeas e machos responderam de maneira diferente a falta
de alimento, com as fémeas respondedo mais fortemente do que os machos na dire¢éo

da diminuicdo do tempo de desenvolvimento e reducao corporal.

A relacdo do organismo com o seu ambiente é mediada por uma base fisioldgica.
Existem varios mecanismos fisioldgicos que podem levar a trade-offs, logo a fisiologia
desempenha um papel na mediacdo das histérias de vida. Componentes importantes de
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historias de vida, como as proteinas (utilizada na producdo de ovos), triglicerideos e
glicogénio para fungBes somaticas (energia para o crescimento e manutencdo) e também
reprodutivas (sintese de vitelo) e enzinas antioxidantes que ajudam a manter o balanco
redox, combatendo o estresse oxidativo, sdo produtos de vias metabdlicas especificas.
Uma profunda compreensdo sobre as modificacGes bioquimicas e moleculares de vias
especificas do metabolismo que produzem componentes moleculares das historias de
vida sdo importantes para um melhor entendimento das causas de historia de vida e
trade-offs (Zera e Harshman, 2011). Portanto, é aceito que entender os mecanismos
fisiol6gicos que podem funcionar como constri¢des sdo importantes para a compreensao
da diversificacdo das histérias de vida (Zera e Harshman 2001; Ricklefs e Wikelski
2002; Constantini 2014).

Borboletas tem sido um material utilizado amplamente em estudos evolutivos,
como evolucéo e desenvolvimento (Aymone et al. 2013; 2014) mimetismo (Pardo-Diaz
e Jiggins 2014), historias de vida (Bear e Monteiro 2013) dentre outras abordagens.
Heliconius erato phyllis (Lepidoptera, Nymphalidae) tem ampla distribuigdo no Brasil
fazendo parte do grupo de borboletas aposemaéticas e impalataveis da regido Neotropical
(Brown, 1981; Holzinger & Holzinger, 1994). Além do nectar essas borboletas se
alimentam de pdlen, o que desempenha um papel importante na reproducdo e
longevidade das fémeas e machos (Gilbert, 1972). Nessa espécie as fémeas copulam
apenas uma vez durantente a vida enquanto os machos podem copular varias vezes.

Um dos tragcos marcantes de H. erato phyllis é a assincronia no amadurecimento sexual
entre machos e fémeas: estas, quando emergem da pupa, ja estdo aptas a copular e
frequentemente o fazem nas primeiras horas, ou, como é caracteristico desta espécie,
ocorre o cruzamento pupal. Neste caso, enquanto a borboleta esta emergindo da pupa,

algum macho iré acoplar-se (a Fig. 3 p.ex., mostra um agregado de machos aguardando
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0 inicio da eclosdo de uma fémea). Os machos, por sua vez, ndo apresentam habilidade

para copular antes de 6 a 7 dias.

Fig. 3. Machos de Heliconius erato phyllis em atitude de interferéncia entre si, junto a
pupa fémea; um dos machos esta em voo do tipo “hovering”, de acordo com a descri¢ao
do comportamento de corte (Klein e Araujo, 2010).

5

1.2 OBJETIVOS

Com base no exposto acima o objetivo geral do presente estudo foi investigar as
causas da assincronia no amadurecimento sexual entre machos e fémeas. Esse objetivo

foi estruturado de acordo com as seguintes perguntas:

(1) Os machos nao tem capacidade fisiol6gica para a copula ou trata-se de fendbmeno

comportamental que exige algum aprendizado?

(2) Quais recursos energéticos sdo mobilizados para atingir a maturidade sexual?

(3) Como se comportam, sob o enfoque fisioldgico, as fémeas, no que diz respeito a

demandas energéticas e outras?
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Capitulo 2

Conflito sexual: por que machos e fémeas de Heliconius erato phyllis
apresentam assincronia no inicio da reproducao?
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2.1 INTRODUCAO

A teoria das historia de vida assume que caracteristicas e fun¢ées competem por
recursos limitados, resultando em trade-offs. Por exemplo, se um individuo investe mais
em crescimento ou reprodugdo, menos recursos sao deixados para mecanismos de
manutencéo e reparo, dando origem a trade-offs entre estas caracteristicas e longevidade
(Stearns 1976).

Muitos modelos de historia de vida tém explorado aspectos dindmicos de
alocagdo de recursos, estresse oxidativo e custo do desenvolvimento (Ellers e van
Alphen ,1997; Zera e Cisper, 2001; Salomons, 2009). Em insetos holometabolos a
alocacdo das reservas é um processo de trés estagios corespondentes a fase do ciclo de
vida. Nutrientes maternos e larvais sdo alocados durante a fase larval para o
crescimento, manutencdo, armazenamento, forrageamento, e as vezes reprodutivos.
Durante a fase de pupa, os recursos disponiveis sdo re-alocados dentro deste sistema
para diferentes partes do adulto (manutencdo, armazenamento e estruturas
reprodutivas). Na fase adulta, a entrada de nutrientes, juntamente com reservas larvais
derivados e, ocasionalmente, do estagio pupal é entdo alocado as caracteristicas da
histéria de vida e de forrageamento, que estdo integradas e determinam a aptiddo
(Boggs, 2009).

O estudo de alimentacdo por radiomarcacdo realizado por Boggs (1997)
exemplifica esse processo. Este estudo investigou a utilizagdo relativa de nutrientes
pelas lagartas e pelos adulto na reproducéo em borboletas em funcdo da histdria de vida
e alimentacdo onde, tanto os nutrientes derivados das lagartas quanto dos adultos
participam da reproducdo. A relagdo entre o tempo de aquisi¢cdo de nutrientes e a
utilizacdo de reservas de energia para a reproducdo também tem implicagdes

importantes para a identificacdo das causas ecoldgicas de trade-offs.
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Estudos fisioldgicos tém sido utilizados para esclarecer mecanismos da
evolucdo das histdrias de vida atraves da identificagdo de interacBGes funcionais entre 0s
varios componentes que caracterizam historias de vida (Stevens et al. 1999, Isaksson et
al, 2011).

As borboletas neotropicais Heliconius tém sido amplamente usadas em
pesquisas de evolucéo e ecologia, dentre outros (p.ex., Aymone et al. 2013; Pardo-Diaz
e Jiggins 2014). Heliconis erato phyllis apresenta uma interessante estratégia de vida
relacionada a reproducdo, machos e fémeas apresentam uma assincronia no
amadurecimento sexual. Quando emergem das pupas as fémeas ja estdo aptas a copular.
Os machos, por sua vez, ndo apresentam habilidade para copular antes de seis a sete
dias. Uma vez que estratégias de vida podem em parte estar correlacionada com a
fisiologia destes animais, comparar as diferencas sexuais em tais caracteristicas durante
0 ciclo de vida poderiam fornecer insights sobre as causas de tais diferencas nestes
insetos.

O presente estudo teve como objetivo analisar em machos e fémeas a
mobilizagdos de diferentes metabolitos durante a metamorfose e a vida adulta de H.
erato phyllis visando entender a assincronia no amadurecimento sexual apresentada

pelos sexos; bem como suas relagbes com o balanco redox.

2.2 METODOLOGIA

Os niveis de glicogénio, lipidios totais, triglicerideos, proteinas totais, acido
arico, lactato, lipoperoxidacdo, além da atividade das enzimas de catalase (CAT) e
glutationa S-transferase (GST), foram analisados entre os sexos durante a metamorfose,
nos tempos de 24, 72, 120 e 168 horas, em adultos virgens, apos emergirem e com 48h,
e apoés a copula.
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Coleta e criacao:

Os animais utilizados nos experimentos vieram da criacdo em laboratorio do
Departamento de Genética, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
provenientes de fémeas que foram coletadas de populagfes naturais nas proximidades
da cidade de Porto Alegre. Os animais foram mantidos em viveiros (2 x 3x 3 m*®) em
condigdes seminaturais contendo plantas hospedeiras, especialmente Passiflora
suberosa. Diariamente foi fornecida alimentacdo, composta de 4gua, mel e polen, em
alimentadores artificiais (Tabelal). Os ovos foram coletados diariamente e as lagartas
mantidas em laboratério a uma temperatura controlada (25°+ 5° C), com uma dieta

diaria de Passiflora suberosa.

Os adultos ap6s emergirem foram coletados apos a extencdo completa das asas
ainda no laboratdrio. Os adultos dos grupos 48h e pds-copula foram mantidos em
viveiros até 0 momento da coleta. Os machos utilizados nos experimentos para 0 grupo
pos-copula foram colocados em viveiros separados por sexo e ap0s atingirem 7 dias
uma fémea (recem emergida) era oferecida, sendo ambos coletados logo ap6s a copula .
As pupas foram coletadas no tempo determinado apds serem sexadas (Beebe et al, 1960).
Os animais coletados para as analises bioquimicas foram mantidos em ultrafreezer (-

80°C).
Analises bioguimicas:

As andlises bioguimicas foram realizadas através de espectrofotometria. Pools
de trés individuos foram utilizados. Para cada técnica dois pools, obtidos em dois
cultivos independentes, foram utilizados por grupo (dois para glicogénio; dois para
proteina total, &cido Urico, lactato, lipoperoxidacéo e atividade enzimatica; dois pools

para lipidios e triglicerideos), exceto para os grupos adulto ap6s emergirem e pés-
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copula onde apenas um pool por técnica, quando apenas trés individuos foram

utilizados. Cada metabdlito foi determinado em quadruplicata.

O glicogénio foi extraido de acordo com Van Handel (1965) e quantificado
como glicose ap6s hidrolise acida (HCI) e neutralizacdo (Na,COg3), utilizando kit
comercial Labtest (Glucose PAP Liquiform). Lipideos e triglicerideos foram extraidos
pelo método de cloroférmio: metanol (2: 1) (Folch et al, 1957). Os lipidios totais foram
determinados pelo método de sulfo-fosfo-vanilina (Frings e Dunn, 1970), e o0s

triglicerideos através do kit comercial Labtest.

Para as analises de proteinas totais, acido Urico, lactato, atividade das enzimas
antioxidantes e lipoperoxidacdo foi realizado um homogeneizado em uma solucdo de
tampdo fosfato 20mM acrescido de PMSF 1mM. A concentracdo total de proteinas foi
quantificada de acordo com o método descrito por Beyer (1983) com a albumina bovina
como referéncia utilizando o kit comercial Proteina Total, Labtest. Os niveis de &cido
urico e de lactato foram determinados atraves de kits comerciais (Labtest e Doles). Os
resultados das analises citadas acima foram expressos em miligramas por grama de

animais.

A medicdo da lipoperoxidacdo foi realizada pelo método de TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbitlrico). Foram adicionados a um tubo de ensaio:
150 uL de &cido tricloroacético a 10% (TCA), 50 uL de homogeneizado dos animais,
100 ul de acido tiobarbitdrico a 0,67% (TBA), e 50 uL de &gua destilada. A mistura é
aquecida a 100°C durante 15min. Depois de resfriada, adiciona-se 300ul de alcool n-
butilico para extrair o produto corado da solugdo aquosa. Os tubos sdo agitados em

vortex e centrifugados durante 10 min a 3000 rpm. O sobrenadante foi adicionado a
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cubeta e lido no espectrofotbmetro a 535 nm. Os resultados foram expressos em

microanomoles por miligrama de proteina (Buege e Aust 1978).

A atividade enzimatica da catalase foi determinada medindo o decaimento de
H.0, a 240 nm (Boveris e Chance, 1973) o resultado foi expresso em picomoles por
miligrama de proteina. A atividade da glutationa S-transferase foi medida de acordo
com Boyland e Chasseaud (1969), medindo a conjugacdo de 1-cloro 2,4- dinitrobenzeno
(CDNB) com a actividade de glutationa reduzida (GSH) como uma fungéo de aumento
dos valores de absorbancia a 340 nm. Os resultados foram expressos em milimoles por

miligrama de proteina.

Analise estatistica;

Para avaliar se exitiam diferencas nos niveis dos metabolitos entre os diferentes grupos
foi feita uma analise de variancia por ANOVA de duas vias (sexo e os diferentes tempos
de desenvolvimento) seguido de teste Tukey e para as varidveirs ndo paraméticas foi
realizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn através do software SPSS

18.0, com nivel de significancia minimo de a = 0,05.

2.3 RESULTADOS

Proteinas Totais

A Fig. 1 mostra que os niveis de proteinas totais ndo apresentaram diferencas
sexuais nos intervalos analisados. Os niveis de proteina de pupa 24h até adulto apés
emergir se mantém parcialmente constantes. Ocorre um aumento acima de 200% de
adultos apds emergirem para adultos 48h (p<0,001), na comparacdo entre adulto 48h e

adulto pds-copula ha um decréscimo de metade dos niveis de proteinas totais (p<0,001).
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Acido Urico

Os niveis de acido urico (Fig.2) tanto em machos quanto em fémeas se
mantiveram constantes nas pupas aumentando cerca de cinco vezes de pupas 168h para
adultos machos ap6s emergirem (p=0,028) e nas fémeas para adultos 48h (p=0,008).
Houve diferengas sexuais nos adultos 48h (p=0,001) e po6s-copula (p=0,021) onde as
fémeas apresentam uma concentracdo de &cido Urico maior, quase o dobro, do que foi

encontrado em machos.

Lactato

Os niveis de lactato (Fig. 3) se mantiveram relativamente constantes de pupa 24h
até adultos apos emergirem, havendo um aumento de adultos ap6s emergirem para
adultos 48h (fémeas p<0,001; machos p=0,004) e um decréscimo de adultos 48h para
adultos pos-copula (fémeas p=0,001; machos p=0,001). N&o houve diferencas sexuais

entre 0S grupos.

Glicoénio

Houve diferencas sexuais em adultos 48h onde nos machos os niveis de
glicogénio foram 78% maiores que nas fémeas (p=0,001) (Fig. 4). Em ambos 0s sexos 0
nivel de glicogénio decresceu ao longo do desenvolvimento pupal sendo que em 168h
atingem os niveis mais baixos em comparagdo as 24h (p<0,001). Nas fémeas apos a
queda em 168h os niveis de glicogénio se mantém sem alteraces significativas em
comparacao as pupas 168h. J& em machos, os niveis se mantém constantes até adultos
48h onde comparando com adultos apds emergirem ocorre um aumento de 400%

(p=0,001).
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Lipidios

Houve diferengas sexuais nas pupas nos tempos: 24 (p=0,005) e 72 horas
(p=0,021); e nos adultos 48h (p=0,007) e pds-copula (p=0,021) sendo os niveis de
lipidios maiores nos machos (Fig.5). Durante o desenvolvimento pupal os niveis de
lipidios nas pupas se mantiveram até 120h decaindo em torno de 60% nas fémeas
(p=0,024) e 70% nos machos (p=0,032) em 168h em relagdo a 120h. Apds emergirem
o0s niveis de lipidios nas fémeas sobem significativamente, onze vezes em relacdo a
pupa 168h, (p=0,009) e se mantém sem diferencas significativas de adultos apds
emergirem até apds a copula. Ja em machos, os niveis de lipidios aumentam
gradativamente de adultos apds emergirem até pos-copula em compara¢do com pupas

168h (p<0,001).

Triglicerideos

Os niveis de triglicerideos (Fig. 6) apresentaram diferencas sexuais em pupas
120h (p=0,027), adultos 48h(p=0,008) e pds-copula (p<0,001) onde 0s machos
apresentaram niveis maiores. Nas fémeas os niveis de triglicerideos decaem cerca de
70% em pupasde pupas 24h para 72h (p<0,001) e se mantem sem diferencgas
significativas até ap6s a copula. Em machos os niveis de triglicerideos oscilam
bastante. Ocorre uma queda de 65% de pupa 24h para 72h (p=0,001), um aumento de
140% de pupa 72h para 120h (p=0,002) e novamente uma queda de pupa 120h para
168h (p=0,001); apds emergir hd um aumento de adulto ap6s emergir para adulto 48h

(p=0.002) aumentando novamente de adultos 48h para adultos apés a cépula (p=0,002).

Atividade da CAT

N&o houve diferengas sexuais para a atividade da catalase (Fig. 7). Durante o

desenvolvimento pupal a atividade desta enzima se mantém ligeiramente constante
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havendo uma queda para ambos 0s sexos em adultos 48h em comparagdo a adultos apos

(fémeas p=0,010; machos p=0,018).

Atividade da GST

Em adultos apds a copula a atividade de GST (Fig. 8) foi maior em fémeas
(p=0,028). Durante o desenvolvimento das fémeas a atividade da GST aumenta em
comparacdo a pupa 24h para pupas 120h (p=0,014) e decai cerca de pupas 168h para
adultos 48h (p<0,001). Em machos ha um aumento da atividade da GST durante o de
pupas 24h para pupas168h (p<0,001), decaindo cerca de 80% de pupa 168h para adultos

48h (p<0,001).

Peroxidacéo lipidica

A peroxidacdo lipidica( Fig. 9) apresentou diferenca sexual em pupas 120h
(p=0,041), onde as fémeas apresentaram niveis mais altos que os machos, e adultos 48h
(p=0,034) onde os machos foram mais altos (p<0,05). O nivel de peroxidacéo lipidica
nas fémeas aumenta em pupa 120h comparando com 24h (p=0,030) e em adulto 48h
decai cerca de 80% em comparacao a 120h (p=0,05). Ndo foram observadas diferencas

significativas nos niveis de peroxidacao lipidica entre os machos.

2.4 DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que existem diferengas sexuais em H. erato phyllis,
principalmente na vida adulta, quanto a mobilizacdo dos recursos enegéticos e outros
metabdlitos.

Durante o desenvolvimento os niveis de proteinas mantiveram-se constantes ao

longo da metamorfose aumentando rapidamente em adultos 48h. Este rapido aumento
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esta relacionado & alimentac&o, visto que estes animais se alimentam de polen que é rico
em aminoacidos. Tanto em machos quanto nas fémeas houve um declinio de 50% nos
niveis de proteina apds a cdpula, mostrando que as proteinas tem um papel importante
durante a reproducdo. Nas fémeas esse alto nivel proteico pode estar relacionado com a
00génese, pois em H. erato phyllis os aminoacidos consumidos durante a fase adulta
séo repassados aos ovos (Gilbert, 1975; Dunlap-Pianka et al. 1977).

Os niveis de acido urico corroboram com as respostas observadas para 0s niveis
proteicos sendo que o &cido Urico é um subproduto do metabolismo de proteinas;
contudo, os valores observados para o acido Urico diferem da literatura. Em Manduca
sexta durante a fase de pupa o nivel de &cido Urico diminui aumentando ao final do
desenvolvimento. o nivel mais baixo de acido Urico é encontrado em adultos apo6s
emergirem relacionado com a excre¢do do meconio (Levenbook et al, 1971). J4 em H.
erato phyllis mesmo apés a excre¢do do mecdnio os niveis de acido Urico sdo maiores
do que o encontrado durante a metamorfose. As fémeas parecem apresentar um maior
turnover proteico, visto que os niveis de acido Urico sdo maiores que em machos, o que
pode estar relacionado com a producdo de ovos. Cabe ressaltar que o acido Urico
também atua como uma molécula antioxidante (Andrade et al. 2010) e que nos periodos
analisados de vida adulta (pds emersdo, 48h e pds-copula) encontramos os maiores
niveis de &cido Urico e os menores niveis de lipoperoxidagdo; assim, ndo podemos
descartar que esteja ocorrendo um aumento da sintese desta molécula para que ela atue
como um antioxidante prevenindo o acimulo de espécies reativas de oxigénio.

O glicogénio foi o principal substrato energético utilizado durante o
desenvolvimento pupal. Diferente de Lucilia cuprina (Diptera) onde os substratos
energéticos mais utilizados durante o desenvolvimento séo proteinas e gorduras sendo a

contribuicdo de carboidrato pequena (Crompton e Birt, 1967). Estudos utilizando
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tomografia computadorizada de alta resolucdo, realizados por Lowe e colaboradores
(2013), durante o desenvolvimento pupal, na borboleta Vanessa cardui mostram que a
maioria das modificacbes morfoldgicas ocorrem antes do sétimo dia (168h) de
desenvolvimento. O periodo de desenvolvimento de Vanessa cardui neste experimento
foi de 16 dias. Em H. erato phyllis o desenvolvimento dura em torno de 7 a 9 dias.
Sendo assim, podemos inferir que o processo de transformacgdo corporal em H. erato
phyllis ocorre em questéo de horas o que explica o alto consumo de glicogénio entre o
periodo de 24 e 72 horas. Nos machos o glicogénio parece ser uma fonte energética
importante para a reproducdo, ja que este polissacarideo acumula-se durante 0s
primeiros dias da vida adulta decaindo 70% ap6s a cOpula. N&o verificamos um
incremento dos niveis de lactato sugerindo assim, o uso preferencial de vias oxidativas
para sintese de ATP mostrando que o oxigénio ndo é um limitante durante a
metamorfose.

Os niveis de triglicerideos e lipidios totais sdo consumidos no inicio e ao final
do desenvolvimento pupal respectivamente. ApGs emergirem os niveis de lipidios
aumentam talvez para serem utilizados como fonte energética durantente as primeiras
horas da vida adulta. Contetdo lipidico em geral foi maior nos machos diferente do
encontrado em Sitotroga cerealella (Lepidoptera) onde a concentracdo de lipidios foi
maior nas fémeas (Chippendale, 1973), entretanto os nossos resultados sdo consistentes
com os achados de Gilbert e Schneiderman (1961) na mariposa Hyalophora cecropia
onde os niveis de lipidios durante o desenvolvimento pupal foram mais altos em machos
e em Niemierko et al. (1956) onde os machos adultos de Bombyx mori (Lepidoptera)
tinham niveis maiores de lipidios. O maior teor de lipidios observados nos machos

parece estar relacionado com a atividade de voo (Gilbert e Schneiderman, 1961), onde
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0s machos buscam ativamente fémeas virgens para reproduzirem. Ja as fémeas
utilizariam suas reservas pricipalmente na producdo de ovos (Arrese e Soulages,2010).

A atividade da catalase ndo apresentou diferengas significativas entre os tempos
de desenvolvimento pupal decaindo em adultos; contudo, em GST as fémeas
apresentam um incremento gradual até 120h, coincidindo com o aumento da lipo
peroxidacdo (TBARS) em 120h. O aumento da atividade de GST em machos nos
tempos 72h e 168h pode estar recionado ao consumo de glicogénio e gorduras. Este
incremento das enzimas antioxidantes parece ser um mecanismo de protecdo para o0
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio em momentos de incremento
possivelmente, das vias oxidativas. Os insetos Tenebrio molitor (Coleoptera) e Ostrinia
nubilalis (Lepidoptera) apresentaram padrdo semelhante da atividade enzimatica
encontrada em H. erato onde a atividade de GST foi maior nas pupas (Kostaropoulos
etal,1996, Jovanovi¢-Galovi¢ et al 2004). Isto pode ser explicado pelo fato de que a
metamorfose envolve processos complexos de histélise e histogénese dos tecidos,
eventos altamente conservados e controlados. Podemos também sugerir que durante a
histolise/histogénese possam ser liberados subprodutos que necessitem ser
metabolizados. Dentro deste contexto, cabe destacar que as enzimas de detoxificacdo
celular, que atuam em rotas de excrec¢do de substancias endo e xenobioticas protegendo
as celulas contra toxicidade quimica e estresse (Hermes-Lima e Storey, 1993). Dentre as
enzimas detoxificantes mais estudadas estdo as glutationas S-transferases (GSTSs),
pertencentes a uma familia multifuncional de enzimas que catalisam a conjugacédo da
molécula de glutationa a varias moléculas endo e xenobioticas (Freitas et al. 2007).

Para ambos o0s sexos a reproducdo se mostrou bastante custosa
(energeticamente) ja que ha uma reducdo acima de 50% das reservas de proteina (para

ambos 0s sexos) e de 70% de glicogénio nos machos apds a copula. Esses dois
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substratos sdo importantes para a reproducao (Boogs, 1981; O’Brien,2004). Isso explica
o0 répido aumento desses dois metabdlitos em machos uma vez que recém-emergidos
ndo apresentam reservas suficientes para a copula ja que o glicogénio foi bastante
utilizado durante o desenvolvimento pupal. Sendo assim, talvez em parte a assincronia
entre machos e fémeas no inicio da reproducdo se deva a uma falta de reservas
energeéticas suficientes para este evento mostrando que a alocacdo energética tem um
papel importante nas historias de vida de machos e fémeas.

Mais andlises ainda devem ser feitas para entendermos melhor as causas da
assincronia em H. erato phyllis e quais as vantagens e possiveis trade-offs dessa

estratégia de vida.
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Tabela 1. Informac6es da dieta oferecida a Heliconius erato phyllis.

Pdlen 8.62gr Mel 170.06gr
Proteinas 1.59% AcuUcares totais  117,44%
Minerais 0,22% Umidade 27,01%
Lipidios 0,20% Solidos 90,42%
Proteina Total
Sexo
100 [CJF&mea
Emacha
E

40—

et

Pupa 24h

emergir

Tempo de desenvolvimento

copula

T
Pupa 72h  Pupa120h Pupa168h Adutto apés Adulto 48h  Acufto pés-

Fig. 1. Niveis de proteinas totais durante o desenvolvimento de Heliconius erato phyllis. As

colunas representam a média e as barras verticais representam o erro padrdo da média.
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0,58+

0,6

mglg

0,2

0,0—

Acido Urico
Sexo

[CJFemea
Emacha

Pupa 24h Pupa 72h  Pupa120h Pupa 168h Adutto apés Adulto 48h  Adutto pds-
emergir copula

Tempo de desenvelvimento

Fig. 2. Niveis de &cido Urico durante o desenvolvimento de Heliconius erato phyllis. As colunas
representam a média e as barras verticais representam o erro padrdo da média.

2,0

mglg

1.,0=

Lactato
Sexo

CFémea
Emacho

0,0

Pupa 24h Pupa 72h Pupa120h Pupa168h Adulto apds Adulto 48h Adutta pds-
emergir copula

Tempo de desenvolvimento

Fig. 3. Niveis de lactato durante o desenvolvimento de Heliconius erato phyllis. As colunas
representam a média e as barras verticais representam o erro padrdo da média.
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Glicogénio

Sexo
12 CFémea
’ Emacha
1,07
0,8
=
=
o
E
0,67
0,4
0,.2=
o0

Pupa 24h Pupa 72h  Pupa 120h Pupa168h Adutto apés Adutto 48h  Adulto pos-
emergir copula

Tempo de desenvolvimento

Fig. 4. Niveis de glicogénio durante o desenvolvimento de Heliconius erato phyllis. As colunas

representam a média e as barras verticais representam o erro padrdo da média.

Lipidios Totais
Sexo

10+ COFemea
Emacho

mglg

e

Pupa 24h Pupa 72h  Pupa 120h  Pupa168h Adutto apds Adulto 48h  Adutto pds-
emergir copula

Tempo de desenvolvimento

Fig. 5. Niveis de lipidios totais durante o desenvolvimento de Heliconius erato phyllis. As

colunas representam a média e as barras verticais representam o erro padrdo da média.
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Triglicerideos

Sexo

[CJFémea

05 Emacho

0,4~

mgly

02—

01=

0.0
Pupa 24h Pupa 72h Pupa 120h Pupa 168h Adulto apds Adulto 48h  Adulto pos-
emergir cdpula

Tempo de desenvolvimento

Fig. 6. Niveis de triglicerideos durante o desenvolvimento de Heliconius erato phyllis. As

colunas representam a média e as barras verticais representam o erro padrdo da média.

Atividade de CAT
Sexo

] CIFemea
Emacho

30—

ALG

Pupa 24h Pupa 72h Pupa 120h  Pupa 168h Adutto spds  Adutto 48h  Adutto pds-
emergir capula

pmol Img prot. min.
B
1

Tempo de desenvolvimento

Fig. 8. Atividade de catalase durante o desenvolvimento de Heliconius erato phyllis. As colunas

representam a media e as barras verticais representam o erro padrdo da média.
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Atividade de GST

Sexa

[CJFemea

0:207 E macho

0,15

0,107

mmolimg prot.min.

0,05

0,00-
Pupa 24h Pupa 72h  Pupa120h Pupa 168h Adulto apds Adulto 48h  Adutto pés-
emergir copula

Tempo de desenvolvimento

Fig. 9. Atividade de glutationa s-transferase durante o desenvolvimento de Heliconius erato
phyllis. As colunas representam a média e as barras verticais representam o erro padrdo da
média.

TBARS

Sexo

[CJFémea

120
Ewacho

100
80—

60—

umolimg de prot.

40—

20+

Pupa 24h Pupa72h  Pupa120h Pupa 168h Adutto apds Adutto 48h  Adutto pds-
emergir copula

Tempo de desenvolvimento

Fig.7. Niveis de peroxidacdo lipidica durante o desenvolvimento de Heliconius erato phyllis. As
colunas representam a média e as barras verticais representam o erro padrao da média.
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Capitulo 3

Considerac0es Finais
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A presente dissertacdo visou contribuir para estudos sobre a biologia de
Heliconius erato phyllis. Além disso, tentar explicar diferencas no processo de
reproducdo entre machos e fémeas. Para tentar esclarecer essas diferencas utilizamos
uma abordagem fisiologica durante diferentes estagios da vida de H. erato phyllis.
Nossos resultados sdo os primeiros relatos sobre o metabolismo intermediério e o
balango redox durante a metamorfose, vida adulta e reproducdo em H. erato phyllis.
Estes resultados contribuirdo para futuros estudos sobre a fisiologia e biologia destes

animais.

Este estudo revelou aspectos da composi¢do bioquimica apresentada por machos
e fémeas durante a metamorfose e vida adulta. Conseguimos notar diferentes estratégias
entre 0s sexos quanto & mobilizacdo destes metabolitos. Estas diferencas parecem estar
relacionadas com a assincronia sexual na reproducdo destas borboletas. Os machos
parecem necessitar de tempo para acumular reservas energéticas suficientes para
iniciarem a reproducdo. O processo reprodutivo em H. erato phyllis se mostrou
bastante custoso energeticamente. Isso nos leva a pensar sobre os possiveis trade-offs
que a reproducdo pode trazer a machos e fémeas desta espécie e o quanto cada substrato

energético influencia no processo reprodutivo.

Mais estudos sobre os diferentes mecanismos fisioldgicos de machos e fémeas e
seus respectivos trade-offs devem ser realizados para um melhor entendimento das

historias de vida desses animais.
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