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2. Introducéao

As bases da compreensdo da biodiversidade no planeta podem ser
explicadas através das interacOes entre diferentes niveis troficos nos tropicos
(Dyer et al., 2004; Thompson 1997; Janzen 1974). Diferentes interacOes afetam
desde de fatores basais a dindmica de populacdes dentro de um ecossistema
(Ollerton et al., 2004). Dessa forma, modelos de ecossistemas que ilustrem a
pletora de interacbes entre diferentes organismos seria de extremo interesse
para o esclarecimento do processo de diversificacdo. A relagdo de
especificidade entre espécies € um tema bastante controverso, principalmente,
devido a grande dificuldade em determinar 0s mecanismos nos quais 0S
herbivoros conseguem lidar com o0s inimeros metabdlitos secundarios
potencialmente toxicos presentes nas plantas (Wouters et al., 2016). Em geral,
durante o processo de digestdo, estes compostos podem ser convertidos em
derivados mais polares. Reacdes de glicosilagdo de compostos fendlicos séo
bem conhecidas (Ahn et al., 2011). Em outros casos, a hidroxilacdo de
posicbes especificas, O-desmetilacdo de um éter aromatico, oxidacbes e
quebras de ligagbes carbono-carbono sdo também muito conhecidos, porém, o
significado fisioldgico destas modificacdes ainda nao foi esclarecido (Ramos e
Kato, 2013; Ramos et al., 2008).

Os géneros Piper e Peperomia sdo da familia Piperaceae com o maior
namero de espécies com ocorréncia pantropical e vem sendo estudado pelo
grupo como um modelo para estudos de ecologia tropical e evolucédo (Dyer et
al., 2004; Jeffrey et al., 2014). A fitoquimica da familia Piperaceae € rica,
apresenta inumeras classes de metabdlitos, como lignanas, neolignanas,
cromenos, amidas, fenilpropanoides, flavonoides, dentre outros. Um dos
modelos entre plantas e herbivoros para o estudo da intrincada rede de
interacOes entre estes organismos € a relacdo entre plantas do género Piper, e
seus herbivoros especialistas Eois spp. (Lepidoptera, Geometridae) (Dyer et
al., 2004; Strutzenberger et al., 2010.

Lepidopteras do género Eois Hibner (Geometridae: Larentiinae)
compreende 245 espécies validas, das quais 217 sdo descritas para a regiao

Neotropical, sendo 31 delas com localidade tipo no Brasil. Pelo fato de ser um



género rico em espécies que nunca foi revisado, além de contar com potenciais
espécies novas e cripticas, este género estd inserido em um cenério
taxondmico problematico. Além disso, a relacdo de interacdo, no que tange o
sequestro de metabdlitos secundarios, compostos volateis de atracdo, e
possiveis relagdes de coevolucdo, com a sua planta hospedeira (Piperaceae),

é totalmente desconhecida.

Dessa forma, o objetivo geral do projeto seria o estudo da interacao
tritrofica entre plantas da familia Piperacea, seus herbivoros e parasitoides

destes.
Assim, como objetivos mais especificos temos:

- levantamento de espécies de Piperaceas em diversos biomas utilizando-
se ferramentas morfolégicas e moleculares, além do estudo da composicéo de

metabolitos secundarios das mesmas.

- levantamento de espécies dos herbivoros especialistas e generalistas

nas mesmas localidades por observacéao.

- coleta de imaturos do género Eois (especialista) para acompanhamento

do desenvolvimento e também de adultos para o estudo taxonémico.

- estudo da interacdo entre hospedeiro e herbivoro, coletando-se
compostos volateis da planta hospedeira “in situ” na presenga ou auséncia de

herbivoros e andlise destes por metodologias analiticas adequadas.

3 - Materias e Métodos
3.1. Locais de coleta

As coletas até este ponto do projeto foram realizadas nas seguintes

areas.
Localidade Municipio - Estado
Parque Estadual de Intervales Ribeirdo Grande - SP
Parque Municipal da Serra do Japi Jundiai - SP

Parque Municipal de Mogi Guacu Mogi Guagu - SP



Parque Estadual de Boracéia Salesopolis - SP

Parque Nacional de Itatiaia Itatiaia - RJ

3.2. Coleta de material vegetal

Aproximadamente, 20 a 100 g de diferentes 6rgéos de plantas da familia
Piperaceae foram coletadas para o estudo do perfil quimico. Essas amostras
foram secas em estufa e extraidas com MeOH, o extrato bruto resultante foram
analisadas por métodos espectroscopico e espectrométricos. Amostras de 3
folhas jovens também foram coletadas para o estudo filogenético e exsicatas
de cada planta também foram confeccionadas e depositadas no Herbario do
Jardim Boténico do Rio de Janeiro e Herbario da Universidade de S&o Paulo.
As identificagcbes morfolégicas foram realizadas pela Profa. Elsie Franklin
Guimarées (IHIBRJ) e Prof. Eric Tepe (Herbario de Cincinnati, EUA).

3.3. Observacao de herbivoria

Plantas do género Piper foram observadas e seus herbivoros
(lepiddpteras, coledpteras e orthopteras) foram contabilizados, além da éarea
foliar atacada.

3.4. Coleta de herbivoros especialistas, Eois spp

Os adultos foram coletados com armadilha luminosa. As lagartas foram
coletadas manualmente até 10 individuos por planta e mantidas em suas
plantas hospedeiras até o seu desenvolvimento no estagio adulto. Os adultos
foram identificados morfologicamente pelo Dr. Simedo de Souza Moraes e o
estudo filogenético foi realizado com a extracdo de trés patas logo apos a
coleta. O seu DNA genbmico total foi extraido com a utlizacdo de Kits
comerciais. A amplificagcdo do gene mitocondrial do citocromo oxidase

subunidade | foi realizada utilizando-se iniciadores adequados.

4. Resultados



No Parque Nacional de Itatiaia foram coletadas 24 espécies de plantas do
género Piper e uma do género Manekia. Dentre essas, 17 foram identificadas
(Tabela 1). O perfil quimico e a filogenia molecular de todas as espécies
coletadas em diferentes localidades (cerca de 200 espécies) estdo sendo

compiladas em um artigo intitulado “ Phylogenetic studies of Piper and

Peperomia: distribution of secondary metabolites”.

As lagartas foram coletadas de diferentes espécies de Piper e os imaturos
foram mantidas até a eclosdo dos adultos (2 semanas). Os adultos coletados
em armadilhas de luz e a partir de imaturos foram montados para serem
depositados no Museu de Zoologia da Unicamp. Dentre as coletas feitas em
diferentes localidades 09 espécies foram identificadas no Parque Nacional de
Itatiaia (Anexo 1, Figuras 1 a 32). Todas os individuos coletados estdo sendo

analisados também em relagéo a sua filogenia molecular.

A presenca de parasitoides nas lagartas de Eois representaram 6 % de
todas as coletas realizadas, porém, um montante grande das lagartas acabou
morrendo, principalmente no estagio de pupa (Figura 1). Esse problema foi
contornado, observando-se que o estagio de pupa se completa no solo, assim,
foi adicionado terra ao pote de criacdo no ultimo intar da lagarta e ao empupar

na terra tivemos mais de 70 % de eclosdo dos adultos.



Tabela 1: Coleta de Piperaceae realizada no Parque Nacional de Itatiaia.
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Observou-se também um predominio da espécie Eois tegularia (16 % de
ocorréncia) dentre as espécies que se alimentam das espécies de Piper (Figura
1).

E. russearia (4 %)
— E. veniliata (1 %)
E. tegularia (16 %)

E. olivacea (6 %)

-

parasitoids
(6 %)

Figura 1. Distribuicdo das espécies de Eois coletados alimentando-se de espécies de

Piper e presenca de parasitoides nas lagartas.

Considerando-se o total das coletas foram observadas maiores
incidéncias de lagartas do género Eois foram nas espécies de Piper

gaudichaudianum e P. malacophyllum (Figura 2).
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Figura 2. Distribuicdo de Eois por espécie de Piper.



5. Proximas etapas

As proximas etapas englobam o aprofundamento do estudo de interacao
entre as lagartas de Eois e as plantas de Piper, no qual, os compostos volateis
serao coletados ‘in situ” de plantas sem herbivoria e na presenca de herbivoros
com o intuito de avaliar variagbes nos padrbes de volateis e tracar uma
possivel resposta da planta em relacdo a herbivoria. Para tal, objetiva-se no
campo, escolher espécies de Piper com herbivoria por Eois, englobar com um
saco plastico a folha atacada na presenca de um tubo de silicone (5 mm)
recoberta com polimero PDMS que possibilita a captura de compostos volateis
de forma estatica (Kallenbach et al, 2014). Os tubos serdo mantidos por 48
horas, recolhidos e levados ao laboratério para andlises por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. Folhas controle sem ataque de
herbivoros também serdo coletados e replicadas por espécie de planta também

serao realizados.
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7. Outras atividades

O artigo “Similarity in volatile communities leads to increased herbivory
and greater tropical forest diversity”, Massad, Tara; Martins de Moraes,
Marcilio; Philbin, Casey; Oliveira Jr., Celso; Cebrian Torrejon, Gerardo; Fumiko
Yamaguchi, Lydia; Jeffrey, Christopher; Dyer, Lee; Richards, Lora; Kato,

Massuo, foi aceito para publicagéo no jornal Ecology (Anexo 2).



Anexo 1

Figuras 1-8. Representantes do género Eois Hiibner, lado esquerdo vista dorsal, lado direito vista ventral. 1. E.
veniliata (Walker, 1861), Teresopolis-RJ. 2. E. cancellata Warren, 1906, Itatiaia-RJ. 3. E. lucivittata brasiliensis
Prout 1933, Salesopolis-SP. 4. E. isographata (Walker, 1863), Salesopolis,-SP. 5. E. olivacea (Felder &
Rogenhoferr, 1875), Jundiai-SP. 6. E. paulona (Schaus, 1927), Itatiaia-SP. 7. E. hyperythraria (Genée, 1858),
Itatiaia-SP. 8. E. tegularia (Genée, 1857), Teresopolis-RJ. Escala 1 cm.



Figuras 9-16. Representantes do género Eois Hiibner, lado esquerdo vista dorsal, lado direito vista ventral. 9. E.

azafranata (Dognin, 1893), Itatiaia-RJ. 10. E. sp. nr. burla (Dognin, 1899), Itatiaia-RJ. 11. E. sp. nr. commixta
(Warren, 1904), Ribeirdo Grande-SP. 12. E. sp. nr. basaliata (Warren, 1907), Itatiaia-RJ. 13. E. sp. nr. basaliata
(Warren, 1907), Itatiaia-RJ. 14. E. sp. nr. fucosa (Dognin, 1912), Ribeirdo Grande-SP. 15. E. signaria (Schaus,

1901), Itatiaia-RJ. 16. E. sp. nr. amarillada (Dognin, 1893), Teresopolis-RJ. Escala 1 cm.



Figuras 17-24. Representantes do género Eois Hiibner, lado esquerdo vista dorsal, lado direito vista ventral. 17. E.
contracta (Walker, 1861), Manaus-AM. 18. E. russearia Hibner, 1818, Mogi das Cruzes-SP. 19. Eois sp nov.1,
Salesopolis-SP. 20. Eois sp. nov.2, Salesopolis-SP. 21. E. sp. nr. russearia, Mogi das Cruzes-SP. 22. E. sp. nr.
lilacea Prout, 1933, Ribeirdo Grande-SP. 23. E. sp. nr. lilacea Prout, 1933, Ribeirdo Grande-SP. 24. E. sp. nr.

flavotaeniata (Warren, 1895), Itatiaia-RJ. Escala 1 cm.



Figuras 25-32. Representantes associados ao género Eois Hiibner, lado esquerdo vista dorsal, lado direito vista

ventral. 25. E. sp. nr. inconspicua (Warren, 1907), Ribeirdo Grande-SP. 26. Eois sp3, Jundiai-SP. 27. E. sp. nr.
carnana aberrans Prout, 1922, Itatiaia-RJ. 28. E. sp. nr. carnana aberrans Prout, 1922, Itatiaia-RJ. 29. E. sp. nr.
concatenata (Prout, 1910), Itatiaia-RJ. 30. Eois sp4, Itatiaia,RJ. 31. Eois sp5, Ribeirdo Grande-SP. 32. Eois sp.6,

Ribeirdo Grande-SP. Escala 1 cm.






