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RESUMO

Comunicacio acustica e quimica relacionada ao comportamento reprodutivo de

Euscepes postfasciatus (Coleoptera: Curculionidae)
Aluna: Alice Pereira de Freitas
Orientador: Raul Alberto Laumann

Resumo da Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pds-graduagdo em
Zoologia, Instituto de Ciéncias Biologicas, da Universidade de Brasilia, como parte dos

requisitos necessarios a obtengao do titulo de Mestre em Zoologia.

Euscepes postfasciatus (Fairmaire) (Coleoptera: Curculonidae) ¢ a principal praga da
batata-doce, para a qual nao se dispde de métodos de controle eficientes. Este trabalho
teve como objetivo estudar o comportamento reprodutivo e os sinais associados as
interagdes entre fémeas e machos. Casais de E. postfasciatus (n= 100) foram observados
e os comportamentos registrados para elaborar um etograma detalhado dos diferentes atos
comportamentais e suas transi¢coes. A emissao de sinais estridulatérios em contextos de
estresse e reproducao foi analisada em 20 e 50 casais, respectivamente, utilizando
microfone e acelerometro piezoelétrico para registrar os componentes acusticos e
vibratérios destes sinais. Adicionalmente, a morfologia do aparelho estridulatério foi
examinada em 30 individuos por meio de Microscopia Eletronica de Varredura e
estereomicroscopio. Visando identificar sinais quimicos envolvidos no comportamento
reprodutivo foram realizadas aeragdes de machos e fémeas com 10 a 15 dias na fase
adulta. A resposta de insetos adultos a volateis de machos e fémeas foi estudada em
bioensaios de olfatometria. Durante o comportamento reprodutivo, observaram-se
variagdes no tipo de monta realizada pelo macho e nas respostas da fémea. Nos machos,
foram identificados sinais estridulatorios de corte e comportamentos especificos
(batimento do dorso da fémea com as patas) durante a copula, possivelmente para
aumentar a receptividade das fémeas. As fémeas ndo receptivas emitiram um sinal
estridulatorio que foi caracterizado como de rejeigao da copula. Estes sinais mostraram
parametros temporais e de espectros de frequéncia diferentes aos emitidos em situagao de
estresse. Os insetos mostraram maior atividade reprodutiva entre 9:00 e 12:00 am. Os
sinais emitidos em situagdes de estresse nao diferiram entre machos e fémeas. A estrutura

morfologica do aparelho estridulatorio seguiu o padrao tipico da familia Curculionidae,
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sem variagdes entre os sexos. Nas andlises cromatograficas dos extratos da aeragdo dos
insetos de cada sexo, foram observados 3 picos especificos nos volateis emitidos pelas
fémeas. Os bieonsaios em olfatometro nao produziram resultados conclusivos em relagio
a atrag¢do dos adultos para coespecificos ou para a planta hospedeira. Os resultados deste
estudo contribuem para o conhecimento do comportamento reprodutivo de E.
postfasciatus, com informacdes inéditas em relacdo aos principais atos comportamentais
que conduzem a copula e os sinais estridulatdrios envolvidos. Esta informagao € relevante
para o desenvolvimento de métodos alternativos de controle da praga baseados no manejo

comportamental.

Palavras-chave: Bioacustica; Ecologia Quimica; Broca da batata-doce; Morfologia;

Reproducao; Estudo comportamental.
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ABSTRACT

Acoustic and Chemical communication related to reproductive behavior of

Euscepes postfasciatus (Coleoptera: Curculionidae)
Aluna: Alice Pereira de Freitas
Orientador: Raul Alberto Laumann

Abstract da Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pos-graduaciao em
Zoologia, Instituto de Ciéncias Biologicas, da Universidade de Brasilia, como parte dos

requisitos necessarios a obtengao do titulo de Mestre em Zoologia.

Euscepes postfasciatus (Fairmaire) (Coleoptera: Curculionidae) is the main pest of sweet
potato, a key crop for which efficient control methods are still lacking. This study aimed
to investigate the reproductive behavior and signaling associated with male—female
interactions. Couples of E. postfasciatus (n = 100) were observed, and their behaviors
recorded to construct a detailed ethogram describing behavioral acts and transitions.
Stridulatory signals emitted in reproductive and stress contexts were analyzed in 50 and
20 couples, respectively, using a microphone and piezoelectric accelerometer to capture
both acoustic and vibrational components. Additionally, the morphology of the
stridulatory apparatus was examined in 30 individuals using scanning electron
microscopy and stereomicroscopy. To identify chemical signals potentially involved in
reproductive behavior, headspace collections were performed with 10 to 15 day’s old
adult males and females. The response of conspecific adults to male and female volatiles
was assessed using two-choice olfactometer bioassays. During reproductive interactions,
variations were observed in male mounting strategies and female responses. Males
exhibited courtship stridulations and specific behaviors (such as rubbing the female's
dorsum with the legs) during copulation, possibly to enhance female receptivity. Non-
receptive females emitted a rejection stridulation, which differed in temporal and
frequency characteristics from those emitted under stress. Reproductive activity peaked
between 9:00 and 12:00 a.m. Stress-induced signals did not differ between sexes. The
morphology of the stridulatory apparatus followed the typical Curculionidae pattern, with
no sexual dimorphism. In the chromatography analyses of the aeration extracts of insects
in both sexes, three specific volatile peaks emitted by females were observed. However,

olfactometer assays yielded inconclusive results regarding attraction to conspecifics or
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host plant volatiles. This study provides novel insights into the reproductive behavior of
E. postfasciatus, particularly the behavioral sequence leading to copulation and the
associated stridulatory signals. These findings are relevant for developing alternative pest

control strategies based on behavioral manipulation.

Keywords: Bioacoustics; Chemical Ecology; Sweet potato weevil; Morphology;

Reproduction; Behavioral study.
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Introducio

Comunicacio em animais

Nos seres vivos, a comunicagdo ¢ fundamental para a sua sobrevivéncia. A
comunica¢do pode ser definida pelo ato de produgdo de um sinal por um individuo,
chamado de sinalizador, este que carrega informacao que influencia o comportamento do
individuo receptor, essa interagdo gera vantagens adaptativas para ambos os individuos
(Gillam, 2011; Brumm, 2013; Freeberg e Book, 2017). A informagao transmitida consiste
em mudangcas fisico-quimicas do ambiente com intensidade superior a do ruido ambiental.
A informacdo pode transmitir a intencionalidade do sinalizador, suas condi¢des
fisioldgicas e caracteristicas, assim como fatores externos do ambiente, como uma
possivel ameaga (Bradbury e Vehrencamp, 2011; Freeberg e Book, 2017). Os emissores
originam os sinais a partir de estruturas corporais especificas, movimentos ou emissao de

substancias quimicas particulares (Scott-Phillips, 2008).

A defini¢ao precisa do conceito de sinal ¢ importante para diferencia-los das pistas ou
estimulos, a partir dos quais os animais podem obter informa¢do do ambiente, mas sem
intencionalidade da fonte emissora em transmitir essa informagdo (Gillam, 2011;
Freeberg, 2017). Os sinais evoluem a partir de ritualizacdes de pistas ou estimulos
precursores que sofrem pressao evolutiva para se tornarem mais eficientes tanto na sua
transmissdo como no conteudo de informagdo que carregam. Os sinais podem ser
emitidos em diversos contextos comportamentais, tais como territorialidade, defesa,
ameagca, para atracao de parceiros sexuais, juntamente com os comportamentos de cortejo
ou como sinais de agregacdo. As pistas informam o receptor de condigdes ambientais,
localizagdo de recursos e possiveis perigos (Bradbury e Vehrencamp, 2000; Freeberg,

2021).

Os sinais e pistas podem variar de origens e formas, pois estas sdo moldadas pela
pressdo ambiental e contextos sociais. As estruturas corporais, os canais de transmissao
(meio pelo qual o sinal se propaga espacialmente) e a fungdo também atuam como

modeladores (Maynard-Smith e Harper, 2003; Laidre e Johnstone, 2013).

Sendo assim, existem diferentes modalidades de sinais e pistas que variam em fungao,
alcance e meio de propagacgao. Os sinais mecanicos se referem aqueles que compreendem

toque, estiramento e tensdo do corpo, postura, pressdo, gravidade, , possuindo fungdes de



dominancia, reprodutiva e informagdes do ambiente (Matthews e Matthews, 2009;
Bradbury e Vehrencamp, 2011; Gullan e Cranston, 2017). Os sinais visuais se referem as
formas e cores (pigmentos, mecanismos estruturais de cor e bioluminescéncia), podendo
ser de médio ou curto alcance e propagado pelo ar e agua, possuindo fungdes
reprodutivas, de dominancia e de alerta (Endler, 1993; Briscoe e Chittka, 2001; Matthews
e Matthews, 2009; Gullan e Cranston, 2017). Os sinais eletromagnéticos compreendem
as correntes elétricas ou ondas magnéticas, sendo de curto alcance propagado pela agua
e ar, possuindo fung¢des de repelir predadores e localizar presas (Emde, 2007). Um tipo
particular de sinais mecanicos sao as ondas de pressao que os animais podem originar em
meios fluidos (ar ou agua) ou solidos. Isto diferencia dois tipos de ondas de pressao, os
sons (ondas de pressdo em meios fluidos) e as vibragdes (ondas de pressdo em substratos

solidos).

Os sinais acusticos e vibratorios variam em frequéncia, intensidade e amplitude da
onda, estes sinais podem ser utilizados em diversos contextos comportamentais, tais como
reproducdo, competicao, alarme, localizagdo, entre outros (Matthews e Matthews, 2009;
Bradbury e Vehrencamp, 2011). Tanto o som quanto as vibragdes possuem, nos insetos,
fungdes reprodutivas, de alarme, competicao e localizacao espacial (Virant-Doberlet e
Cokl, 2004; Drosopoulos e Claridge, 2006). Os sinais acusticos e vibracionais podem
atuar para médias e curtas distancias, podendo ser utilizados em diversas fun¢des (Buchler

et al., 1981).

Os sinais quimicos sdo formados por moléculas individuais ou misturas, volateis ou
nao, podem ser propagados pela dgua e pelo ar, ser de curto ou longo alcance. Os sinais
quimicos dominam a comunicagdo em insetos e possuem fungdes de atragdo de parceiros
sexuais, trilhas, marcagdo de territério ¢ alarme (Endler, 1993; Matthews ¢ Matthews,

2009; Bradbury e Vehrencamp, 2011; Steiger, et al., 2010; Gullan e Cranston, 2017).

Em insetos, o comportamento reprodutivo ¢ mediado por diversos sinais de diferentes
tipos. Em geral, os sinais quimicos, tais como os feromonios, atuam como sinais de longo
e média distancia, atraindo parceiros sexuais para a reprodu¢do ou para atrair individuos
para locais de agrupamento, aumentando também a taxa reprodutiva da populacdo

(Ambrogi et al., 2009; Bandeira et al., 2021).

Na familia Curculionidae, os feromodnios geralmente tem funcdo de agregacao,

utilizado para atrair ambos os sexos e sao produzidos pelos machos, em alguns grupos, o
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sexo produtor podem ser as fémeas (Ambrogi et al., 2009; Bandeira et al., 2021). O uso
de sinais acusticos e vibracionais originados por estridulagdo (atrito entre duas partes
rigidas do corpo) ¢ comum em Curculionidae, e sdo utilizados principalmente em dois
contextos, defesa ou alarme e reprodugao, tanto para atracdo de parceiros sexuais (Virant-
Doberlet e Cokl, 2004) como para corte dos machos e rejeicao da copula pelas fémeas

(Catafesta et al., 2023).

Inseto alvo do estudo

Euscepes postfasciatus (Fairmaire, 1849) (Coleoptera: Curculionidae), comumente
conhecido como broca da batata-doce, constitui uma das principais pragas desta cultura,
sendo capaz de ocasionar perdas de até 80% da produgdo (Bourker, 2002). Este inseto,
origindrio da regido do Caribe, foi primeiramente descrito como praga na ilha Okinawa-
honto do Japao (Hiroyoshi e Moriya, 1999). Trata-se de uma espécie cosmopolita,
amplamente distribuida, registrada em diversos paises da América Central, Caribe,
América do Sul, Japao, Nova Zelandia e Estados Unidos (Jansson e Raman, 1991;
Menezes, 2002). No continente americano, ¢ considerado a principal praga da cultura de
batata-doce, enquanto na Asia ocupa a segunda posi¢do em importancia, superado apenas
por Cylas formicarius (Fabricius, 1798) (Coleoptera: Brentidae), a coleobroca. Além da
batata-doce, E. postfasciatus pode utilizar outras espécies do género Ipomoea como
hospedeiras, incluindo Ipomoea pentaphylla (L.) Jacq., Ipomoea triloba L. e Ipomoea

reptans Poir (Alleyne, 1982).



> Autora: Autoria propria

Figura 1. Estagios do ciclo de vida de Euscepes postfasciatus. A) Adulto de Euscepes postfasciatus
em vista lateral, B) Ovo de Euscepes postfasciatus junto ao orificio da batata-doce, C) Fase larval de
Euscepes postfasciatus vista lateral, D) Fase de pupa de Euscepes postfasciatus em vista ventral em lupa.

As fases de desenvolvimento de E. postfasciatus ocorre exclusivamente no interior da
planta e tem duragdo variavel entre 32 e 46 dias. O acasalamento ocorre, geralmente, entre
o nono ¢ o décimo segundo dia apds a emergéncia dos adultos, periodo em que os
individuos atingem a maturidade sexual (Ayllene, 1982; Jansson e Raman, 1991;
Menezes, 2002). Apds a copula, as fémeas passam por um periodo de pré-oviposicao de
aproximadamente trés dias, durante o qual rejeitam novas tentativas de copula (Kumano
etal., 2010). Em seguida, inicia-se o periodo de oviposi¢do, que prossegue continuamente
até o final da vida da fémea. Em média, cada fémea ovipde um ovo por dia, podendo, no
entanto, depositar mais de 300 ovos ao longo da sua vida. Os ovos sdo depositados
individualmente de forma endofitica, em perfuragdes realizadas com o rostro nas ramas
da batata-doce, na regido do colo e, quando possivel, nas raizes tuberosas, estas ultimas
sendo o local preferido de oviposicao (Fig 1B). O periodo de incubagdo dos ovos varia
de sete a dez dias, ao término do qual eclodem as larvas (Fig 1C). As larvas passam por
cinco instares, com duragdo larval entre 18 e 24 dias, até atingirem o estagio de pupa. A

fase pupal (Fig 1D) dura entre sete e doze dias, apresentando alteragdes na coloragdo
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conforme a idade (Ayllene, 1982; Jansson e Raman, 1991; Menezes, 2002). O dimorfismo
sexual pode ser observado no estdgio de pupa: machos apresentam um par de tubérculos
oblongos no oitavo esternito abdominal, ausentes nas fémeas, cujo oitavo esternito ¢
plano e o nono ¢ ligeiramente maior do que o dos machos, além da presenca de palpos,

que estao ausentes nos machos (Menezes, 2002).

Os adultos sao de coloragdo marrom-escura, medindo entre 3 ¢ 5 mm de comprimento
e cercade 1,6 mm de largura. Possuem rostro recurvado e apresentam pilosidade na regido
dorsal (Fig 1A). Em condicdes laboratoriais, a longevidade dos adultos varia de 30 a 288

dias (Ayllene, 1981; Jansson e Raman, 1991; Menezes, 2002).

O modo de colonizagdo de areas ndo infestadas por E. postfasciatus, considerando sua
limitada capacidade de dispersao tanto caminhando (Moriya e Miyatake, 2001) quanto
em voo (Alleyne, 1982), ainda ndo estd completamente elucidado. Presume-se que a
disseminag¢do ocorra principalmente por meio da propagag¢do de raizes tuberosas
infestadas com larvas e pupas, ou pelo transporte inadvertido de adultos. A infestagao
depende de o solo estar seco e exposto com rachaduras, visto que os adultos ndo

conseguem cavar em profundidade (Kyereko et al., 2019).

Os danos causados por E. postfasciatus podem ser diretos ou indiretos, afetando raizes
tuberosas, brotos e caules, tanto no campo quanto durante o armazenamento. As injarias
diretas decorrem da alimentagdo dos adultos, que provocam lesdes superficiais nas raizes,
e da alimentagdo das larvas, que formam galerias internas (Fig 2) (Alleyne, 1982;
Menezes, 2002; Kumano et al., 2008). Quando essas galerias sao formadas nas ramas e
no colo da planta, ocorre o rompimento dos vasos condutores, comprometendo a
fisiologia da planta e afetando negativamente seu desenvolvimento vegetativo e a
tuberizacdo. Ja nas raizes tuberosas, além do dano fisico, ocorre a liberagao de
metabolitos secundarios (compostos terpenoides) pela planta como resposta ao ataque, o
que confere as batatas odor desagradavel e sabor amargo (Saté et al., 1978; Seow-Mun e

Min-Yang, 2015).
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Figura 2. Representagdo dos danos causados em diferentes fases do ciclo de E. postfasciatus. A)
Batata-doce com injurias externas causadas por adultos de E. postfasciatus. B) Batata-doce com galerias
causadas pelas larvas de E. postfasciatus, batata-doce retirada da criagdo dos adultos.

Os danos indiretos s3o resultantes das lesdes causadas pelos adultos durante a
alimentagdo e oviposi¢ao, bem como pelos orificios de saida dos adultos. Tais aberturas
funcionam como portas de entrada para fitopatdgenos, como fungos e bactérias,
predispondo a planta a diversas doengas. Altas infestagdes de E. postfasciatus, associadas
a presenga de microrganismos patogé€nicos, podem resultar na perda de ramas,
comprometimento das raizes tuberosas e até a morte da planta (Menezes, 2002; Johnsson

e Gurr, 2016).

No Brasil, esta praga foi identificada em Alagoas, Bahia, Paraiba, Pernambuco,
Sergipe, Distrito Federal, Goids, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo (Santo et al.,

2021).

A ecologia de infestagdo de Euscepes postfasciatus esta fortemente relacionada a
preferéncia por determinadas cultivares de batata-doce, influenciando diretamente seu
comportamento de oviposi¢do, desenvolvimento larval e intensidade dos danos as plantas.
A performance reprodutiva das fémeas e o desenvolvimento das larvas variam de acordo
com a espécie hospedeira, por exemplo Ipomoea indica estimula maior oviposi¢ao e
acelera o desenvolvimento das larvas, enquanto outras, como I. pescaprae, embora
inicialmente menos atrativas, resultam em maior biomassa total da prole. Ensaios com
diferentes cultivares de batata-doce reforcam esse padrdo, evidenciando que raizes e
ramas de cultivares como Granfina e UFRPE sdo altamente atrativas e suscetiveis a broca,

sendo intensamente atacadas e preferidas tanto para alimentagcdo quanto para oviposi¢ao.



Em contraste, cultivares como Lagartixa e Bom Nome demonstraram menor atratividade
e suscetibilidade, sugerindo resisténcia parcial a infestacdo (Wanderley et al., 2004;
Tsurui-Sato et al., 2018). Essas variacdes no comportamento do inseto em relacdo as
cultivares oferecem oportunidades valiosas para o manejo integrado da praga, permitindo
a adogao de estratégias como a escolha de cultivares menos preferidas ou a utilizacao de
plantas atrativas como “armadilhas vivas” (trap crops) em sistemas de plantio
consorciado, desde que criteriosamente planejadas em termos de proporcao e disposi¢ao
espacial (Ichinose et al., 2019). Assim, compreender a interagcdo entre a biologia de E.
postfasciatus e as caracteristicas das cultivares pode ser crucial para mitigar os danos

econdmicos causados por essa praga na cultura da batata-doce.

Existem métodos para controlar as populacdes de E. postfasciatus, porém nenhum
deles ¢ totalmente eficaz. No Japao, o método de liberagdao de machos estéreis, juntamente
com uma politica rigorosa de trafego de raizes tuberosas saudaveis, foi instaurado nas
ilhas principais (Kumano, 2014; Kumano e Tsurui, 2018). Esta estratégia foi bem-
sucedida, porém € considerada invidvel em um pais continental como o Brasil. No Brasil,
os produtores de batata-doce realizam algumas praticas culturais, tais como rotacao de
cultura, selecdo de tubérculos sadios para plantio, producdo de ramas em viveiros,
eliminacdo dos restos de culturas, plantio de variedades resistentes e irrigagao frequente
(Menezes, 2002). Estes métodos conseguem mitigar o impacto da praga, mas,
frequentemente, ndo sdo suficientes para um controle populacional eficaz com

consequente reducao de danos.



.
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Figura 3. Sintomas de doengas em plantas de Batata-doce. A) Sintomas da podriddo do pé em plantas
de batata-doce. B) Lesdes necrdticas nas hastes acima da regido do coleto das plantas que se estendem até
as raizes causando a podriddo. C) Plantas de batata-doce com clorose localizada ap6s 30 dias de
exposicao a virus da familia Geminiviridae. D) Plantas de batata-doce com amarelecimento generalizado.

A batata-doce é um importante produto agricola a nivel mundial. Em 2023, a produgao
global de batata-doce chegou a aproximadamente 93,5 milhdes de toneladas métricas,
(STATISTA, 2025). Em 2021, a Republica Popular da China foi o maior produtor de
batata-doce do mundo, com producdo de 47 milhdes de toneladas (STATISTA, 2025).
No Brasil, em 2017, foram produzidas 350 mil toneladas, o maior produtor é o estado de
Sao Paulo seguido do Rio Grande do Sul (IBGE, 2017). Desta forma, o controle ¢ a
conten¢do da praga sdo de grande importancia mundial para reduzir as perdas e os

impactos economicos frutos do ataque da praga.



No Brasil o conhecimento das caracteristicas bioecoldgicas de E. postfasciatus ainda
sao escassos pelo que ¢ relevante estudar com maior profundidade aspectos fundamentais
da biologia, ecologia e comportamento do inseto. Estes conhecimentos podem auxiliar

para o desenvolvimento de medidas sustentaveis para o manejo da praga.

Objetivo Geral

Caracterizar o comportamento reprodutivo de Euscepes postfasciatus € os sinais

estridulatdrios e quimicos envolvidos na comunicagdo entre machos e fémeas nessa etapa.

Objetivos Especificos

Identificar os principais atos comportamentais desenvolvidos nas etapas de pre-copula

e copula por fémeas e machos de E. postfasciatus.

Caracterizar os sinais estridulatdrios emitidos pelos insetos em situacdes de estresse e
reproducao, determinar a influéncia dos sinais estridulatorios nas interagdes entre os

individuos e caracterizar o aparelho estridulatério.

Avaliar a resposta comportamental de machos e fémeas a volateis produzidos por

coespecificos e pela sua planta hospedeira.

Avaliar a producdo de volateis liberados por machos e fémeas da espécie.
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Capitulo 1

Comportamento reprodutivo e comunicacio estridulatoria em E.
postfasciatus: atos comportamentais, sinais envolvidos e caracteristicas

morfoldgicas do aparelho estridulatorio

15



Introducio

Comportamento reprodutivo

Nos animais, o acasalamento e a copula consistem em uma sucessao de eventos que
finalizam com a inseminac¢do da fémea. Para isso, a maioria dos animais realizam a¢des
para que a reproducao seja bem-sucedida, estes atos comportamentais caracterizam o
comportamento reprodutivo (Matthews e Matthews, 2009). O comportamento
reprodutivo envolve diferentes etapas que vao desde a formacao do casal, a corte, a copula
até a separacao do casal e, em muitos casos, comportamentos pos-copulatorios. Cada uma
destas etapas envolve comunicagao com sinais de longo, médio e curto alcance, como
sinais quimicos (feromdnio sexuais e hidrocarbonetos de contato), sinais acusticos ou
vibratorios e de contato, como os tateis (Souza, 2006; Matthews e Matthews, 2009; Isa et

al., 2019).

Em Curculionidae, a sequéncia de corte e acasalamento se classificam em trés etapas,
pré-copula, copula e pos-copula. A pré-copula consiste na movimentagdo dos machos e
fémeas de forma aleatdria ou, em alguns casos, os machos seguindo as fémeas. Em
seguida, o macho se orienta em direcao a fémea para realizar o contato fisico, que pode
incluir troca de estimulos tateis, como movimentos das antenas e toque do rostro (Martins,
et al., 2013; Isa et al, 2019; Catafesta et al., 2023). A corte é composta por
comportamentos realizados principalmente pelos machos, incluindo estimulos visuais,
tateis, quimicos e acusticos que desencadeiam respostas especificas na fémea (Wojcik,
1969; Souza, 2006; Barreto-Triana, 2009; Silva, 2009). Esses comportamentos podem
auxiliar a fémea a avaliar o vigor e a competitividade do macho, embora, em algumas
espécies, a copula possa ocorrer diretamente sem a corte (Viana e Viela, 1996; Barreto et

al., 1999).

Ap0s estes comportamentos, o macho inicia a monta na fémea, que pode realizar-se
de diversas maneiras, como subir na fémea pela frente, lateral ou por tras, girando o corpo
até adotar a posicao de copula (Wojcik, 1969; Barreto et al., 1999; Mutis et al., 2009) ou
montando diretamente pelas costas adotando a posi¢ao de copula (Kaakeh, 1998; Isa et
al., 2019). Durante a monta, se relatam movimentos como elevagao dos élitros, extensao
e posterior retracdo lenta das asas membranosas (Valentine, 1973), bater de pernas,

antenas ou rostro sobre o corpo do parceiro (Wojcik, 1969; Walgenbach e Burkholde,
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1987; Kaakeh, 1998; Mutis et al., 2009) associados a reconhecimento dos individuos ou

aceitagdo da copula.

Ao alcancgar a posicdo adequada para a copula, o macho posiciona o par de patas
protoracicas sobre o dorso da fémea, na regiao mediana dos élitros, as patas mesotoracicas
agarram as laterais do abdome, enquanto as metatoracicas se apoiam proximas a
extremidade dos élitros e ao ultimo segmento abdominal, permitindo sua fixagdo e a

imobilizacao da fémea (Barreto et al., 1999; Kaakeh, 1998; Martins et al., 2013).

Finalizado a fase pré-copula, caso a fémea aceite copular com o macho, inicia-se a
copula. Nesta fase as fémeas receptivas se mantem imoveis para o macho introduzir o
edeago na bolsa copulatoria e iniciar a inseminagao (Hardy et al., 2007; Mutis et al.,
2009). Caso a fémea rejeite a copula, esta geralmente caminha rapidamente para tentar
retirar o macho do seu dorso e, em alguns casos, pode realizar movimentos laterais e
bruscos do corpo (Wojcik, 1969; Kaakeh, 1998; Hardy et al., 2007), estes movimentos
podem estar acompanhados de estridulagdes por parte da fémea (Claridge, 1968, Martins

et al., 2013).

Ao iniciar a coOpula, muitas espécies realizam comportamentos para aumentar a
receptividade da fémea ao inicio ou durante a copula (Wojcik, 1969; Eberhard,1991). O
tempo de duracao da copula ¢ bastante variado, podendo durar poucos minutos (Kaakeh,
1998; Viana e Vilela, 1996) ou até varias horas (Carbone ¢ Rivera, 1998; Catafesta et al.,
2023). A copula pode ocorrer em diversos horarios do dia, durante a fotofase, a escotofase

ou em qualquer momento do dia (Walgenbach e Burkholder, 1987; Martins et al., 2013).

Finalizada a copula, ¢ comum os machos apresentarem comportamentos pos-copula,
tais como permanecer em contato ou ao lado da fémea para evitar cépulas com outros
machos, reduzindo a competi¢do espermatica (Arnqvist, 1988; Viana e Vilela, 1996;
Maisin et al. 1997; Barreto et al., 1999), realizar novas tentativas ou se separar por

completo (Kaakeh, 1998; Sato e Kohama, 2007).

Comunicacido com sinais acusticos e estridulatorios

A comunicacao animal, envolve a transmissao de sinais de uma fonte emissora a um
receptor, podendo ser sinais quimicos, mecanicos ou visuais, emitidos por diferentes
canais (Bradbury e Vehrencamp, 2011). Nos insetos, entre os tipos de sinais mecanicos

se destacam os produzidos por ondas de pressao: sinais acusticos, transmitidos pelo ar ou
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agua, e sinais vibratorios, transmitidos por substratos solidos como ondas de superficie

(Bradbury e Vehrencamp, 2011).

Os sinais acusticos e vibratorios podem ser caracterizados com base em parametros
temporais e dos espectros de frequéncia. Em insetos, muitos desses sinais possuem
parametros espécie-especificos e sdo fundamentais para localiza¢do, reconhecimento,

acasalamento e alarme (Drosopoulos e Claridge, 2006; Brumm, 2014).

Em Insecta, a produgdo de som € bem caracterizada. Existem varios mecanismos para
produgdo de som como a vibragdo corporal, a percussdo, a estridulagdo, a tremulacao,
expulsdo de ar, mecanismo de clique e timbalizagdo (Fig. 4; Fig. 5). Cada um destes tipos
produz sinais caracteristicos em relacdo aos espectros de frequéncia e estrutura temporal
(Fig. 4). A comunicagdo com sinais estridulatérios, caracteristica de Curculionidae, ¢
realizada através da fricgdo de duas partes rigidas do corpo, com movimentos ascendentes

e descendentes ou laterais (Cokl e Virant-Doberlet 2003; Virant-Doberlet ¢ Cokl, 2004).

Em Curculionidae, os 6rgaos estridulatorios estdo formados por duas estruturas, o pars
stridens que apresenta multiplas cristas paralelas dispostas como uma lima, e o plectrum
que possui uma estrutura semelhante a denticulos, responsavel por raspar a primeira (Lyal
e King, 1996; Drosopoulos e Claridge, 2005). Estas estruturas podem estar localizadas
nas patas, cabeca, tergos, esternos ou asas dos insetos, permitindo diferentes combinagdes
funcionais no aparelho estridulatério, como entre asas e patas, asas e torax, cabega e torax,

ou torax e abdome (Fig. 6) (Virant-Doberlet e Cokl, 2004; Low, 2021).

O comportamento reprodutivo de E. postfasciatus estd descrito parcialmente com
descri¢ao de alguns aspectos dos comportamentos de pré-copula e copula e caracterizagdo
de um comportamento pds-copula para avaliar a receptividade da fémea a novas copulas
(Sato e Kohama, 2007; Kumano et al. 2009; Kumano et al. 2008; Isa et al. 2019). No
entanto, ainda ndo existe uma descricdo completa e detalhada de todos os

comportamentos reprodutivos desta espécie.

A comunicacgao por estridulagdes de E. postfasciatus foi descrita anteriormente por
Yasuda e Tokuzato (1999). Os autores descrevem trés sinais distintos, o sinal de
perturbacdo do macho e da fémea, e o sinal de corte do macho durante a reproducdo. No

entanto essa descricdo ¢ parcial e baseada num numero pequeno de individuos
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observados. Adicionalmente, no estudo mencionado, a relagao entre a emissao de sinais

estridulatorios € os comportamentos relacionados nado foi claramente estabelecida.
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Figura 4. Os cinco tipos de mecanismos que os insetos utilizam para produzir sons, ilustrados com
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exemplos de cinco familias de insetos. Circulos azuis indicam a localizagdo do mecanismo de produgdo
sonora em cada exemplo selecionado. As formas de onda ou oscilogramas e os espectrogramas (graficos
mostrando os espectros de frequéncia e a intensidade de cada faixa de frequéncia representada pela
intensidade da cor preta) correspondentes mostram 500 ms de som de cada espécie. (A) Estridulagdo: um
unico pulso produzido por um besouro da casca Ips pini. Os pulsos sdo gerados por um mecanismo de lima
e raspador localizado entre a cabeca e o pronoto. (B) Percussdo: uma série de sinais de golpes no substrato
com a cabega produzidos por um cupim Macrotermes natalensis. (C) Timbalagao: uma série de estalidos
produzidos por uma mariposa Eubaphe unicolor. Os estalidos sdo gerados por um par de timbales, um
localizado em cada lado do protdrax. (D) Tremulagdo: um sinal produzido por abelhas Apis florea. Os sons
sdo produzidos ao chacoalhar o corpo utilizando os musculos de voo. (E) Ar forgado: uma vocalizagdo
unica produzida por uma lagarta Amphion floridensis. As vocalizagdes sdo geradas pelo fluxo de ar

proveniente do canal alimentar. Fonte: Low et al., 2021.
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Figura 5. Localizacdo dos mecanismos de estridulagdo, timbala¢do e ar for¢ado utilizados para a
producdo de sons de defesa em insetos adultos e juvenis. Percussdo e tremulacdo foram excluidas, pois
geralmente empregam partes do corpo ndo diferenciadas. Cada nlimero representa uma posi¢do, onde um
mecanismo de producdo sonora foi registrado na literatura. A) Inseto adulto genérico. B) Ninfa genérica.
C) Pupa genérica. D) Larva genérica. Os mecanismos por ordem de insetos sdo os seguintes: 1: Odonata.
2-3: Orthoptera e Lepidoptera. 4—10: Orthoptera. 11: Phasmatodea. 12—14: Mantodea. 15-18: Blattodea.
19-22: Hemiptera. 23—-24: Hymenoptera. 25—41: Coleoptera. 42: Trichoptera. 43—57: Lepidoptera. 58:
Mecoptera. Mecanismos de timbalagao (nimeros 20, 44, 45, 48 ¢ 57) estdo em verde. Mecanismos de ar
forgado (nimeros 3, 15, 31 e 55) estdo em azul. Mecanismos de estridula¢do (todos os demais numeros)
estdo em rosa. Em mecanismos estridulatorios que envolvem duas partes em atrito, ambas as partes recebem
o mesmo numero. Uma linha pontilhada representa um mecanismo localizado na superficie interna daquele
apéndice. Note-se que os numeros 8 € 35 ndo possuem uma localizacdo correspondente marcada nas asas,

pois a asa inteira ¢ utilizada nesses mecanismos. Fonte: Low et al., 2021.
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Figura 6. Exemplo de aparelhos estridulatorios de insetos localizados em diferentes partes do corpo. A)
aparelho estridulatorio abdome-pata no género Pictinus (Coleoptera: Aradidae), onde o plectrum (detalhe
superior) bate contra um pars stridens imoével (detalhe inferior; diregdo do movimento representada na seta
vermelha) (adaptado de Usinger e Matsuda, 1959). B) aparelho estridulatorio do percevejo escavador
Cydnus aterrimus (Forster) (Heteroptera: Cydniidae). Vista dorsal do inseto, mostrando a localizagdo do
aparelho estridulatério, abdome-asa. O plectrum esta no primeiro segmento abdominal (em vermelho) e
bate contra o pars stridens, que esta localizado na superficie ventral da asa posterior (em azul). Fonte:

Davranoglou et al, 2023.

Portanto, o conhecimento do comportamento reprodutivo de E. postfasciatus e dos
sinais envolvidos nas etapas de acasalamento e copula, além de fornecer informagdes
basicas para a espécie, poderia contribuir para desenvolver ferramentas de manejo e

controle da espécie.

Este trabalho teve como objetivo estudar o comportamento reprodutivo de E.
postfasciatus, caracterizando os atos comportamentais durante todas as etapas da
reproducao, a possivel influéncia de sinais estridulatorios nesse processo e a
caracterizagdo anatomica do aparelho estridulatério para relaciond-la com a dinamica de

produgdo das estridulagdes.
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Material e métodos

Criacao dos insetos

Os insetos foram coletados em campo, em areas de producao de batata doce organica
com histdrico de infestacdo e nos periodos de maior ocorréncia do inseto (periodo
chuvoso, novembro a abril). Os insetos foram mantidos em ciclo de luz invertido, sob
regime de 12E:12L, (fotofase entre 18:00 e 6:00 h), temperatura de 23 + 1°C e umidade
relativa de 70 + 2%, em laboratério da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Os insetos foram mantidos em gaiolas retangulares de 30,5 x 42,5 x 14,5 cm, com o fundo
coberto com areia esterilizada a 70°C, a tampa foi recortada para colocar uma tela anti-
afidio para circulacao do ar (tamanho de 24,5 x 17 cm) (Fig 7B). Como fonte de alimento
e oviposicao foram oferecidos tubérculos de batata-doce oriundos de producao organica

e higienizados com sabdo neutro ou agua sanitaria diluida em agua.

Apos 15 dias do alimento ser oferecido, a batata-doce presente na gaiola de criagdo foi
retirada e armazenada em uma gaiola de plastico de 24 x 40 x 12 cm com areia esterilizada
a 70°C para o desenvolvimento das larvas e pupas. Apds 35 dias das batatas serem
infestadas, as pupas foram retiradas e mantidas em placas de Petri (Fig 7D). O
monitoramento didrio das pupas permitiu identificar a emergéncia dos adultos e assim
controlar a idade dos individuos. Este procedimento foi necessario, visto que, para
realizacdo dos bioensaios comportamentais e de reprodugdo, foram utilizados insetos

virgens e com idade conhecida.

Com estes procedimentos, foi estabelecida uma colonia de laboratério. Os adultos
produzidos foram mantidos separados por sexo para realizacdo dos experimentos. O
dimorfismo sexual nos adultos ¢ pouco evidente, sendo observavel apenas mediante
exame do metaesterno. Além disso, quando manipulados, os adultos exibem
comportamento de tanatose, retraindo as pernas, o que dificulta ainda mais a identificagdo
do sexo. Por este motivo, para realizar a separagao de sexos dos insetos, foram utilizadas
as caracteristicas morfoldgicas de dimorfismo sexual das pupas segundo Menezes (2002)
(Fig 8). Para confirmar a acurdcia do método de sexagem dos insetos, foram realizadas
dissec¢des de insetos, previamente sexados e escolhidos aleatoriamente, para

visualizacdo das gonadas.
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Local dos experimentos

Os experimentos para observagdo do comportamento reprodutivo e registro dos sinais
acusticos de E. postfasciatus foram realizados em uma sala adaptada especialmente para
estudos de bioacustica de insetos. A sala possui paredes revestidas com espuma de
poliuretano e piso com carpete, ambos para isolamento acustico. Os sinais sonoros
emitidos pelos insetos foram registrados sobre uma mesa de trabalho adaptada para
reduzir vibragdes. Para isto, sobre uma mesa de ago com tampo de madeira (72 x 120
cm), apoiada em um carpete de borracha, foram distribuidas 4 camaras de ar cheias (3,5-
8) e sobre elas apoiada uma pedra de granito de 4 cm de espessura com as mesmas

dimensoes da mesa.

Figura 7. Aspectos da criacdo de E. postfasciatus. A) Gaiolas de adultos de E. postfasciatus, com
tubérculos de batata-doce de producao orgénica oferecidas como fonte de alimento e de oviposicdo. B)
Gaiolas de batatas-doces para serem retiradas as pupas. C) Batata-doce em estagio de decomposi¢do no
momento de retirada das pupas. D) Placa de Petri com papel filtro umedecido para criagao das pupas. Fonte:

Autor, 2025.
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Figura 8. Diferenca morfologica de pupas de E. postfasciatus. A) Palpos presentes na extremidade distal
do abdome de pupas de fémeas de E. postfasciatus. B) Extremidade distal do abdome das pupas de machos
de E. postfasciatus. Setas vermelhas representam a presenca e a auséncias dos palpos, respectivamente,

para sexagem das pupas.

Comportamento reprodutivo

Para descrever o comportamento reprodutivo foram formados casais (1 macho e 1
fémea), mantidos em forma individual, em placas de Petri de vidro de 9 cm de diametro.
Os insetos de cada casal foram postos em lados opostos de uma placa de Petri. Cada
experimento consistiu em 10 placas de Petri para observagdo simultanea, durante um
intervalo de 1 h. Os testes foram realizados tanto no periodo da manha, entre 10 ¢ 12 am,
quanto a tarde, entre 13 e 15 pm que corresponde aos horarios da escotofase. O
experimento foi repetido durante 10 dias consecutivos com um total de 100 casais
observados. Comportamentos que apresentaram baixa frequéncia observada foram

considerados acidentais e ndo foram incluidos na analise.

Para determinar o horario de maior ocorréncia de copula, dez placas de Petri, com 1
casal cada, foram observadas ao longo do dia, verificando a ocorréncia de copula,
caracterizada pelo encontro do casal e permanéncia da postura reprodutiva (Fig 9). Os
experimentos foram realizados em intervalos de 3 horas incluindo todos os periodos do
dia (24 h) considerando o mesmo fotoperiodo no qual os insetos foram criados com
fotofase entre 18:00 e 6:00 h e escotofase entre 6:00 e 18:00 h. Para permitir as
observagdes dos insetos durante a fotéfase em periodos diurnos, os insetos foram

mantidos em ciclo de luz normal (fotofase 6:00 a 18:00 h) a partir da separacao das pupas.
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Os resultados foram organizados em trés categorias: “Atividade reprodutiva”, que inclui
as tentativas de monta realizadas pelos machos, mas rejeitadas pelas fémeas e as copulas
bem-sucedidas; “copula”, que inclui todos os casais que efetivamente copularam; e “sem
movimento”, que abrange os casais que ndo apresentaram qualquer comportamento
reprodutivo, onde a sua maioria ficou imovel na placa de Petri. Foram realizadas 2
repeti¢des para cada intervalo de observagdo com 10 casais em cada uma, totalizando 20

casais em cada intervalo e um total de 160 casais observados.

Figura 9. Casais de E. postfasciatus durante a copula em diferentes condi¢des de experimentacdo. A)
Placa de Petri com um casal posicionada em cima do acelerdmetro piezoelétrico. B) Casal em posigdo de
copula na Placa de Petri durante ciclo normal. C) Casal em posi¢do de copula na Placa de Petri em ciclo
invertido. D) Macho de E. postfasciatus posicionado em posi¢do de copula com a fémea e com a genitalia
exposta. Fonte: Autor, 2025.
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Registro dos sinais estridulatérios

Para registro dos componentes vibratorios e acusticos das estridulagdes emitidas pelos
insetos foram utilizados, respectivamente, um acelerometro piezoelétrico (Bruel&Kjaer,
Type 4508 002) (Fig 10B) e um microfone de alta sensibilidade (AKG, modelo C 10008,
frequéncia de resposta de 50 a 20.000 Hz) (Fig 10A), acoplado a um amplificador Frahm
Slim 1600 (Fig 10C). O microfone foi sustentado a 2cm sobre as arenas onde se
observaram os insetos, com uma haste de metal acondicionada a uma garra de fixagdo. O
acelerometro foi acondicionado sobre uma base de isopor circular, sobre a qual foi
posicionado um retangulo de espuma de poliuretano. No centro da peca de espuma foi
realizado um corte quadrado (0,5 x 0,5 cm) onde foi fixado o acelerdmetro piezoelétrico.
As placas com os insetos foram colocadas acima da espuma sustentada pela peca de
isopor para registrar os componentes vibratorios dos sinais estridulatérios. Toda a
estrutura montada foi introduzida numa capela de isopor (27 x 23 x 19,5cm), para isolar
o microfone e o acelerdmetro de ruidos externos. O microfone e o acelerometro foram
conectados a uma placa de digitalizacao (Edirol Roland, USB AudioCapture UA —25EX
a 24bit, 96 kHz, 100 dB razao sinal-ruido) (Figura 10E) e os sinais foram registrados em
arquivos .wav (taxa de amostragem de 44.100, resolucdo de 16 bits) utilizando o
programa Cool Edit Pro 2.0 (Syntrillium Software 2001). Para registrar simultaneamente
ambos os componentes, vibratdrios e actsticos, dos sinais emitidos pelos insetos, utilizou-
se a fungdo de gravagao estéreo do software com dois canais independentes (um para o

acelerometro e outro para o microfone).

Sinais emitidos em situacio de estresse

Para caracterizar os sinais emitidos em situagdo de estresse, foram utilizados 20
adultos de cada sexo com idade de 5 a 10 dias. Para simular uma condigao de estresse, o
inseto foi colado no acelerometro em uma fita dupla-face (Scotch) com o ventre para cima
(Fig 11A). Quando nao obtido resposta em um intervalo de 90 s, o estresse foi induzido
com uma pinga metalica pressionando o ventre do individuo por 10 s. Se a sinalizagdo
cessasse logo apods a retirada da pinga, esta era mantida pressionando o ventre do inseto

por 60 s, sendo assim a emissao foi caracterizada como induzida.
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Sinais emitidos na reproducao

Para registrar os sinais emitidos durante o comportamento reprodutivo de F.
postfasciatus, um casal virgem e maduro sexualmente foi mantido em uma placa de Petri,
com tampa adaptada com tela de voile para passagem de ar. Durante cada experimento,
10 casais foram observados até que um casal inicia a monta (definida quando um
individuo sobe em outro e esta posicdo mantém-se por 60 s) (Fig 9B). A placa de Petri
onde se encontrava este casal foi suavemente alocada em cima do acelerdmetro e o
microfone posicionado segundo descrito anteriormente (Fig 11B). Os sinais emitidos
pelos insetos foram registrados até a separacao dos individuos ou apds 25 min do inicio

da copula.

Analise dos sinais estridulatorios

Para descrever os parametros temporais e espectrais dos componentes actlstico e
vibratdrios dos sinais registrados foi utilizado o software Sound Forge (Sonic Foundry
SoundForge 4.0). Seguindo a terminologia especifica para os sinais estridulatorios de
Curculionidae (Claridge, 1968; Ryker e Rudinsky, 1976), os sinais foram divididos em
chirps, definidos como uma sequéncia de ondas com amplitude acima do nivel de ruido
com picos de méxima amplitude agrupados numa se¢do homogénea de duracao finita. Os
parametros temporais considerados foram: 1 - intervalo de emissdo (IE): medido desde o
primeiro até ao ultimo chirp emitido, sendo definido o ultimo chirp quando apds a sua
emissdo ndo se comprovou nenhuma emissdo posterior no intervalo de 1 min; ii - o
nimero de chirps por emissao (CPE): total de chirps em toda a emissdo; iii - nimero de
picos por chirp (PPC): nimero de picos de maxima amplitude em cada chirp individual,
iv - durag¢do do chirp (DC): intervalo de tempo desde o inicio até o fim de cada chirp
individual; v - tempo de repeticdo (TR): definido como o tempo entre dois chirps
sequenciais (do final de um chirp até o inicio do proximo). Para analisar a dinamica de
producao do sinal de estresse, foi contabilizado o nimero de chirps em intervalos de 5
segundos (I5S). Todos os parametros temporais foram medidos em milissegundos (ms)
em 10 chirps selecionados aleatoriamente de cada um dos 20 individuos de cada sexo
utilizados nos registros. As caracteristicas espectrais dos sinais foram descritas pelos
espectros de frequéncia e sonogramas construidos utilizando a funcdo “frequency
analyses” do software Sound Forge (FFT - Fourier fast transformation, tamanho 16.384,
FFT overlap 75%, janelas de suavizagdo Blackman-Harris e Hanning por frequéncia,

faixa de visualizagdo de 0 a 20 kHz e faixa de visualizacao de 60 dB), para comparagao
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entre os sinais foram consideradas as frequéncias fundamental e dominante, picos

harmonicos e modulacao de frequéncia.

il

Figura 10. Equipamentos utilizados para captura dos sinais estridulatério de E. postfasciatus. A)
Microfone de alta sensibilidade adaptado em uma alga com garra. B) Acelerometro piezoelétrico
acomodado em uma espuma. C) Amplificador digital. D) Sistema montado para as grava¢des dos sinais em
capela de isopor para isolamento actstico. E) Placa de digitalizagdo. F) Software para gravacao dos sinais.
Fonte: Autor, 2025.
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Figura 11. Sistema para captura dos sinais de estresse de E. postfasciatus. A) Acelerometro com fita
dupla face e o adulto colado com o ventre para cima. B) Sistema montado para as gravac¢des das
estridulagdes emitidas em situacdo de estresse. Fonte: Autor, 2025.

Morfologia do aparelho estridulatorio

A andlise da morfologia do aparelho estridulatério foi realizada com o uso de
microscopio eletronico de varredura (MEV) e estereomicroscopio (Fig 12A; Fig 12C).
Para as observacdes no MEV, foram utilizados 30 insetos de cada sexo, previamente
eutanasiados por exposi¢ao a -10°C em freezer por um periodo de 20 a 30 minutos. Os
insetos foram entdo dissecados com auxilio de uma tesoura entomoldgica, separando-se
os élitros e as asas membranosas do restante do corpo, de modo a expor a superficie
abdominal. Em seguida, tanto o corpo quanto o élitro (com sua face interna exposta)
foram fixados em stubs de aluminio, utilizando fita dupla-face de carbono (Fig 12B). Os
stubs contendo as amostras foram acondicionados em caixas plésticas com silica gel azul
e secos em uma capela por 24 h. Posteriormente, o material foi coberto com uma fina
camada de ouro (25 nm) utilizando um EMITECH K550 high-resolution sputter-coater e
examinado no MEV (Zeiss DMS 962) a 80 cKV e 500 a 200 um de distancia de trabalho.
As fotografias obtidas incluiram imagens do corpo e de todo o élitro, com énfase na
por¢do apical do élitro e nos Ultimos tergitos abdominais (VI e VII), visto que na familia
Curculionidae, os o6rgaos estridulatorios geralmente se encontram na face interior do élitro
e nos ultimos tergitos abdominais, sendo considerados outros locais como excec¢do (Lyal

e King, 1996). As imagens foram armazenadas em formato TIFF (tagged image files).
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Para as analises no microscopio estereoscopio (Leica, model M205 FA, com camera
fotografica Leica DM(C4500), foram dissecados 10 individuos de cada sexo, seguindo os
mesmos procedimentos descritos anteriormente. O élitro e o corpo dos insetos dissecados
foram fixados em uma lamina de vidro com fita dupla-face (1 x 1 cm). As imagens foram
obtidas com magnificagdo entre 200 e 400 x, e armazenadas em formato TIFF. Estas
imagens foram utilizadas para obter medidas (comprimento total, largura total e area total)
das dimensdes das estruturas estridulatérias (pars stridens e plectrum) utilizando o
software ImageJ. Para verificar a quantidade de cristas no pars stridens foi realizado uma
contagem manual das cristas do élitro para cada individuo analisado. A d4reas
correspondente ao plectrum do lado direito do VI e VII tergitos abdominais foi delineada
com a ferramenta de selecdo Polygon e posteriormente medida. As estruturas foram
medidas em 8 individuos de cada sexo. Nao foi possivel obter medi¢des do comprimento
e da largura do pars stridens e do plectrum devido a variacdo dos dngulos dos insetos

durante a preparagdo dos espécimes, o que impediu uma medigao precisa.

Figura 12. Equipamentos utilizados para obtencdo das fotografias do aparelho estridulatorio de E.
postfasciatus. A) Microscopio estereoscopio Leica. B) Stubs de aluminio contendo fita dupla-face de
carbono com o abddmen e os élitros dissecados. C) Microscopio de Varredura Eletronica. Fonte: Autor,
2025.
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Analise de dados

Os dados de sequéncias de comportamentos foram tabelados em uma matriz de
Markov de primeira ordem, considerando as frequéncias de transicdo entre
comportamentos. As probabilidades de transi¢do foram calculadas considerando as
frequéncias de transi¢do entre dois eventos dividido pela frequéncia do primeiro evento.
Os valores esperados foram obtidos ao multiplicar cada coluna e fila da matriz, divididos
pelo total de transicdes comportamentais observadas. Para avaliar a significancia das
transi¢des individuais foram utilizados testes de ¥2 com a significancia ajustada pela

correcao de Bonferroni. Os resultados se mostram graficamente num etograma.

Para investigar a propor¢do de insetos que apresentaram atividade reprodutiva e
copulas ao longo dos intervalos de tempo, foi ajustado um modelo linear generalizado
(GLM) com distribuicdo binomial e fungdo de ligacdo logit. A variavel resposta
(frequéncia de insetos que apresentam atividade reprodutiva ou propor¢do de pares que
copulam) foi modelada como uma combinac¢do de sucessos e fracassos. A significancia
do modelo foi avaliada através de uma analise de devianga. As diferengas nas frequéncias
observadas da atividade reprodutiva e de copula durante os diferentes periodos do dia,
foram avaliadas par a par através do teste exato de Fisher, utilizando a funcao fisher.test

() no ambiente R.

Para investigar o efeito da atividade reprodutiva sobre a propor¢do de respostas
positivas, foi ajustado um modelo linear generalizado (GLM) com distribui¢do binomial
e funcdo de ligacdo logit. A variavel resposta foi representada como a combinagdo de
sucessos e fracassos (cbind (c, obs — ¢)), e o fator atividade reprodutiva foi incluido como

preditor. A significancia do modelo foi avaliada por analise de deviance com teste do y>.

O namero de chirps em intervalos de 5s (I5S) e o nimeros de picos por chirps (PPC),
emitidos em situagdo de estresse foram comparados entre os sexos com uma analise de
modelos lineares generalizados mistos (GLMM) com distribui¢do de erros de Poisson,

considerando sexo como efeito fixo e individuos como efeitos aleatorios.

O tempo de repeticao (TR) e a duragao do “chirp” (DC) foram analisados utilizando
modelos lineares de efeitos mistos com distribuicdo gaussiana e funcdo de ligagdo
identidade. Para avaliar a diferenca entre o nimero de “chirps” emitidos pelas fémeas em
situagao de estresse e em situagdo de reproducao, foram utilizados modelos lineares

mistos (GLMM) com distribui¢ao de erros de Poisson e funcdo de ligacao logaritmica,
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com as situagdes nas quais os sinais foram emitidos como efeitos fixos e os individuos
como efeitos aleatorios para ter em conta a variagdo interindividual. Todas as analises

foram efetuadas no ambiente R (R Core Team, 2024).

Resultados

Comportamento reprodutivo

A observacdo do comportamento reprodutivo de E. postfasciatus em arenas
experimentais mostrou uma sequéncia de comportamentos estereotipados, evidenciados
pelas transicdes significativas entre os atos comportamentais (Fig 13). Na fase de pré-
monta, as categorias "encontro" e os dois tipos de monta caracterizadas foram as mais

frequentemente observadas (Tabela 1).

Durante a pré-monta, os insetos deslocaram-se ativamente na placa de Petri até
realizarem o encontro. O tempo até o encontro dos casais apresentou ampla variacao,
ocorrendo desde os primeiros 5 minutos do experimento apds a formacao do casal, até 50
minutos apos o inicio do teste, foi observado que a maior parte dos encontros observados
(73,86%) se concentrou nos primeiros 20 minutos desde o inicio das observacdes (Fig
14). Apds o encontro, o macho pode assumir duas estratégias comportamentais, apenas
subir no dorso da fémea ou iniciar a monta ja na posi¢do de copula. A resposta da fémea
a tentativa de monta variou entre permanecer imovel ou deslocar-se pela arena, o que
influenciou diretamente na aceitagdo ou rejeicdo da copula. Em casos de rejeigdo,

observou-se a emissao de sinais estridulatorios por parte da f€émea.

Dos 100 casais observados, 43 resultaram em copula. Apos o inicio da copula, os
machos podem apresentar o comportamento de bater com o 1° ou 2° par de pernas no
dorso da fémea por um breve periodo de tempo, comportamento observado em 17 dos 43
casais que copularam (39,53 %). Durante a copula os machos também emitem sinais
estridulatorios, no entanto, nao foi possivel estabelecer uma relagao direta entre a emissao

sonora e o comportamento de bater as pernas na fémea.

Observacgodes de casais em copula em diferentes horarios do dia revelaram que o pico

da atividade reprodutiva ocorre entre 09:00 e 12:00 h (Fig 15), enquanto o menor nivel
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de atividade reprodutiva foi registrado durante o periodo inicial da escotofase, entre 18:00

e 00:00 h.

Tabela 1. Atos comportamentais realizadas por casais de Euscepes postfasciatus em

arenas fechadas formadas em placas de Petri, utilizadas para anélises comportamentais e

construc¢do do etograma.

Atos comportamentais Descri¢ao do comportamento Total de
observacoes
Insetos em movimento Insetos movimentando na placa de Petri 76
Encontro Insetos se encontram € permanecem em contato 76
fisico
Macho sobe na fémea Macho monta completamente no dorso da fémea 23
Posigdo de copula Macho monta na fémea na posi¢do de copula, 53
expdem o edeago e tenta introduzi-lo na genitalia da
fémea
Fémea em movimento Fémea se movimenta com o macho em seu dorso 65
Fémea parada Fémea permanece parada com o macho em seu dorso 11
Fémea para de se Fémea para de se movimentar para aceitar a copula 17
movimentar
Rejeigao da copula Fémea rejeita a copula e o casal se separa 33
Inicio da copula Inicio da copula 43
Macho bate um par de Macho bate no dorso da fémea com um dos pares de 17
pernas na fémea pernas
Término da copula Término da copula e separagdo do casal 43
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Figura 13. Sequéncias comportamentais de acasalamento e copula de Euscepes postfasciatus. Os
valores acima ou ao lado das linhas indicam a probabilidade entres as transi¢des de dois comportamentos
sequenciais. As linhas so6lidas indicam transi¢des significativas (p < 0,05) e as linhas pontilhadas as

transi¢des nao significativas (p > 0,05).
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Figura 14. Distribuicdo de frequéncias do tempo de encontro de todos os casais observados e os que
copularam de Euscepes postfasciatus durante 1 h de observagao.
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Figura 15. Atividade reprodutiva, copula e insetos sem atividade (sem movimento) (propor¢do dos
insetos observados) de Euscepes postfasciatus em intervalos de tempo (3 h) durante a fotofase e a
escotofase. Foram observados 20 casais em cada intervalo de tempo. As letras acima de cada barra
representam a diferenca significativa entre cada horério de tempo analisado (p < 0,05) para atividade
reprodutiva (letras maiusculas) e copula (letras mintisculas).
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Sinais estridulatdrios

Sinais emitidos em situacio de estresse

Os sinais emitidos em situacdo de estresse por machos e fémeas foram similares. As
fémeas estridularam, predominantemente, de forma induzida com a pinga metalica, onde
18 de 20 fémeas estridularam de forma induzida e 2 de forma espontanea, enquanto os
machos nao apresentaram diferenca de situagdo, onde 10 de 20 machos estridularam de
forma espontanea e 10 induzidos. Os sinais sdo caracterizados por uma longa sequéncia
de chirps repetidos de forma mais regular nos machos do que nas fémeas (Fig 16) e
emitidos enquanto se mantém o estresse. Nao houve diferenga significativa nos
parametros temporais dos sinais emitidos por insetos de ambos os sexos (Tabela 2),
embora a quantidade de chirps emitidos por emissdo tenha sido maior nas fémeas do que

nos machos (GLM, ¢ = -1,886, p = 0.0593).

Os espectros de frequéncia dos sinais estridulatérios de machos e fémeas emitidos em
situagdo de estresse foram similares, tanto medido pelo microfone quando pelo
acelerometro. Os sinais apresentam uma faixa fundamental de frequéncia entre 7k e 15k

+ 2k Hz, sem um pico de frequéncia dominante caracteristico (Fig 16).

Sinais emitidos durante a copula

Dos 50 casais observados 27 copularam (54%). Foi identificada a produgao de sinais
estridulatérios em dois momentos do comportamento reprodutivo. A primeira emissao
corresponde a um sinal emitido pela fémea, depois que o macho monta sobre ela, nas 10
fémeas (20% do total observado) onde foi constatada a emissdo desta estridulagdo,
ocorreu a separacao dos individuos logo em seguida. A segunda emissao foi registrada
apds a monta ou durante a copula, sendo produzida por 17 machos (34% do total
observado). Essa estridulacdo mantém a fémea imovel e em posi¢do de copula. Em 17
dos 27 (62,96 %) casais que copularam, os machos emitiram este sinal. O sinal da fémea
apresentou caracteristicas semelhantes ao som de estresse, sendo constituido por uma
sequéncia de chirps, com intervalo de repeticdo em média < 20 s, apresentando uma banda
de frequéncia entre de 8 k a 12 kHz (Fig 17). Devido a baixa intensidade do sinal, sua
deteccdo foi possivel apenas por meio do acelerometro piezoelétrico, os componentes

acusticos do sinal capturados pelo microfone foram mascarados pelo ruido de fundo.
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Figura 16. Oscilogramas de uma sequéncia de chirps e detalhe de um chirp (figura superior) e
sonogramas (figura inferior) dos sinais estridulatorios de estresse de fémeas e machos de Euscepes
postfasciatus gravados com um microfone e um acelerometro piezoelétrico, respectivamente.

O sinal de rejei¢do da fémea apresentou diferengas significativas nos parametros
temporais em relacdo aos sinais emitidos em contexto de estresse. O tempo de repeticao
(TR) foi significativamente menor no contexto de estresse (GLM, ¢ = 2,154, p = 0,035),
a duragdo do chirp (DC) foi significativamente maior nos chirps de estresse (GLM, ¢ =
64,000, p < 0,0005) e o numero de picos por chirps (PPC) foi significativamente maior
no contexto de estresse (GLM, ¢ =-11,74, p < 0,0005).

O sinal emitido pelo macho apresentou caracteristicas diferentes de todos os outros
sinais. A emissdao foi composta por chirps emitidos de forma irregular e repetidos em
intervalos variaveis. A estrutura do sinal consistiu, em geral, em uma sequéncia de chirps
com TR inferior a 20 segundos, seguida por outra com TR entre 20 e 40 segundos, e,
eventualmente, por chirps com TR variando entre 50 e 100 segundos. A duracdo dos
chirps (DC) foi significativamente menor que os pulsos emitidos pelas fémeas (GLM, ¢

= -3,202, p = 0,005) e apresentaram um numero significativamente maior de picos por
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chirps (GLM, z = 3,081, p = 0,002) (Tabela 2). O sinal emitido pelo macho apresentou
um padrao claro da frequéncia fundamental de 1,4 kHz (Fig 17).

Sinalde Corte do Macho (Acelerdmetro)
100ms

1 2 3

Tempo (s)
0 dB s |50 B

Sinalde Rejei¢cdo da Fémea (Acelerdmetro)

100ms
{ | L |
Y 1 v T |
¥
— 15k

Frequéncia

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tempo (s)
0 ¢ B EEE—— . _150) B

Figura 17. Oscilogramas e sonogramas dos sinais referentes ao comportamento reprodutivo de fémeas
e machos de Euscepes postfasciatus, respectivamente, gravados com um acelerometro piezoelétrico. Os
sonogramas de ambos possuem poucos chirps para visualizacdo visto que o intervalo de repeti¢ao entre os
chirps ¢ alto.
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Tabela 2. Parametros temporais dos sinais estridulatorios de machos e fémeas de

Euscepes postfasciatus emitidos em situacao de estresse e durante a reprodugao.

Sinal IE (s) CPE 15S DC (ms) TR (ms) PPC

FSE 20,7432 a 58,8+10,3 a 17.8+1,1 a 60,1=1,3a 252,9+22,5a 32,3+1,1a
(N = 40) (N = 40) (N = 53) (N = 120) (N = 120) (N = 120)
MSE 149429 a 46,5+10,5 a 17,6£2,5 a 65,4+2,0a 449.4+41,1a 34.9+1,1 a
(N =32) (N =32) (N =38) (N=119) (N=119) (N=119)

FSR 18,9+13.2b 35,3444,1 b - 50,5+17,7b 22,0+51,7b 17,9+6,9b

(N = 10) (N = 10) (N = 80) (N = 80) (N = 80)
MSC - - - 20,8 +8,0 ¢ 20,5+40,9¢ 24,9+7,98¢
(N = 225) (N = 225) (N = 225)

Referéncias: FSE: Sinal de estresse das fémeas. MSE: Sinal de estresse dos machos,
FSR: Sinal de Rejeicdo da fémea, MSC: Sinal de corte do macho, IE: Intervalo de
Emissdo, CPE: Chirps por Emissdo, I5S: Intervalos de 5 segundos, DC: Duragdo do
Chirp, TR: Tempo de Repeticao e PPC: Picos Por Chirps, N: nimero de emissoes de cada

parametro observadas (Média = SD).

Morfologia do aparelho estridulatorio

Tanto em machos quanto em fémeas, o aparelho estridulatorio ¢ constituido por um
pars stridens localizado na face interior da regido apical/subapical de cada élitro entre a
sutura elitral e a borda externa e ¢ formado por uma sequéncia de cristas paralelas entre
si, dispostas transversalmente ao eixo longitudinal do corpo (Fig 18; Fig 19). A area total
do pars stridens das fémeas apresenta uma média de 93,07 £ 60 mm? e os machos, 107,27

+ 30,5 mm?.

O plectrum ¢ formado por um conjunto de cerdas curtas e rigidas localizadas na parte
mediana do ultimo e penultimo segmento abdominal visiveis. O plectrum localizado no
VI tergito abdominal possui uma forma elipsoidal ¢ o do VII tergito, uma forma

triangular. Nao foram observadas diferengas morfoldgicas entre os sexos (Fig 18).

A érea do plectrum do VI tergito abdominal em fémeas foi de 12,83 £+ 5,82 mm? ¢ em
machos foi de 15,49 + 4,39 mm?. A érea do plectrum do VII tergito abdominal possui

10,46 + 1,34 mm? nas fémeas € 9,53 + 2,73 mm? nos machos.
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Nao houve diferenca significativa na quantidade de cristas do pars stridens do élitro

entre os sexos. Os machos apresentaram uma média de 99 + 6,37 cristas enquanto as

fémeas apresentaram uma média de 89,75 £ 6,65 cristas.

200 prm
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)
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Figura 18. Aparelho estridulatorio de fémeas de Euscepes postfasciatus: A) Pars stridens do élitro
direito B) Pars stridens do élitro esquerdo C) Detalhe das cristas do pars stridens do élitro esquerdo D)

Plectrum localizado na esquerda e direita do VI e VII tergito abdominal. E) Plectrum direito no VI e VII
tergito. F) Detalhes das espiculas do plectrum. Ps: Pars stridens; Pl: plectrum.
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Figura 19. Aparelho estridulatorio de machos de Euscepes postfasciatus: A) Pars stridens do élitro
direito B) Pars stridens do élitro esquerdo C) Detalhe das cristas do pars stridens do élitro esquerdo D)
Plectrum localizado na esquerda e direita do VII tergito abdominal. E) Plectrum direito no VI e VII tergito.
F) Detalhes das espiculas do plectrum. Ps: Pars stridens; Pl: plectrum.

Discussao

O comportamento reprodutivo de Euscepes postfasciatus foi caracterizado por uma
sequéncia estereotipada de comportamentos que levam a copula em posicao tipica dos

Curculionidae.
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A maior atividade reprodutiva ocorre durante a fotofase, com redugdo no inicio da
escotofase. Nos insetos, esse padrao ndo ¢ generalizado e pode variar ao longo do dia,
dependendo da espécie (Viana e Vilela, 1996; Sirot e Lapointe, 2008). H4 poucas
informagdes sobre os periodos de atividade de E. postfasciatus, pois, devido aos seus
habitos cripticos, passa a maior parte do tempo sob a camada superficial do solo ou na
base das plantas, alimentando-se de brotos. A maior atividade reprodutiva foi observada
no periodo correspondente a 9 e 12 horas, sendo menor durante o crepusculo e inicio da
noite, o que difere do padrao geral observado em Curculionidae, cujas espécies sdao
comumente noturnas (Yee e Kehl, 2015). No entanto, mesmo em espécies consideradas
noturnas, como Sternochetus Mangiferae (Fabricius), foi registrada atividade reprodutiva
diurna e noturna (Catafesta et al. 2023), sugerindo que as classificagdes quanto aos

habitos diurnos ou noturnos de Curculionidae precisam ser revistas.

Machos de E. postfasciatus aproximam-se das fémeas e, ap6os o contato fisico, montam
sobre elas. O tempo até o encontro dos casais foram predominantemente concentrados
nos primeiros 20 minutos do experimento, sendo inferior ao relatado por Kuriwada et al.
(2011) (39,7 min) e por Kumano et al. (2010) (45 min). Essa variagao pode ser atribuida
as diferencas nas arenas experimentais, que podem ter facilitado a localizacdo e o

encontro dos casais.

Os comportamentos de pré-monta ¢ de monta sdo estereotipados, com transi¢oes
significativas. O sinal estridulatério emitido pelas fémeas esteve claramente associado a
rejei¢cdo dos machos, pois, em todos os casos em que as fémeas emitiram esse sinal, os
machos desmontaram sem copular. Fungdes semelhantes para esse sinal emitido por
fémeas durante o comportamento reprodutivo ja foram relatadas em outras espécies de
Curculionidae (Claridge, 1968; Nunes et al., 2009; Catafesta et al., 2023). Para algumas
espécies, a rejeicdo também estd associada a movimentos corporais vigorosos para
desalojar o macho (Kumano, 2011; Claridge, 1968; Martins et al., 2013), no entanto, esse

comportamento nao foi observado em fémeas de E. postfasciatus.

Durante a monta, 62,93% dos machos que copularam emitiram um sinal estridulatorio
caracteristico que parece ter a fungao de imobilizar a fémea. Ap6s a emissdo do sinal, a
fémea cessa os movimentos e se manteve em posi¢ao de copula. Esses sinais
estridulatorios emitidos por machos sdo frequentemente observados em Curculionidae e

outros insetos (Claridge 1968; Wilson et al., 1993; Wanto e Fischer, 2005; Golov et al.,
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2018; Goodwin et al., 2019; Catafesta et al., 2023). A emissao de sinais estridulatérios
por machos durante a copula também foi previamente relatada em espécies de

Curculionidae, tais como Smycronix (Hyder e Oseto, 1989) e em Sternochetus mangiferae

(Catafesta et al., 2023).

Além de facilitar a copula, em algumas espécies os sinais estridulatorios emitidos pelos
machos também atuam na orientagdo espacial e atragdo da parceira (Mampe e Neunzig,
1966; Rudinsky et al., 1978; Luki¢ et al., 2021). Nao foi observada emissao do sinal de
machos de E. postfasciatus antes do contato fisico entre os individuos. Contudo, devido
as condi¢des experimentais utilizadas, com arenas reduzidas que favoreceram os

encontros, ndo ¢ possivel descartar tal fungao.

Apos o inicio da copula, observou-se que, em alguns casais, 0 macho esfregava o dorso
da fémea com as pernas anteriores ou médias. Comportamento semelhante foi descrito
por Isa et al. (2019) durante a fase de monta para E.postfasciatus. Tal comportamento
pode atuar como um estimulo que reforca o sinal estridulatério, auxiliando na
imobilizacao da fémea e reduzindo a rejeigdo. Estimulos produzidos durante a copula
podem aumentar a probabilidade de inseminacao bem-sucedida (Mutis et al., 2009; Reut
et al, 2017). No entanto, ndo se pode descartar que esse comportamento esteja
relacionado a outras fungdes, como reconhecimento da parceira (Sato ¢ Kohama, 2007;
Isa et al., 2019) ou marcacdao da fémea para evitar novas copulas, reduzindo assim a
competicao espermatica (Mutis et al., 2009; Martins et al., 2013). Para E. postfasciatus,
Sato e Kohama (2007) sugerem que os machos, apds a copula, avaliam a receptividade
da fémea remontando sobre ela, com o objetivo de evitar copulas subsequentes com
outros machos. Além disso, substancias presentes no fluido seminal inibem o
acasalamento da fémea por aproximadamente 14 dias (Himuro et al., 2017). Esses
comportamentos podem ser relevantes para insetos gregarios, como E. postfasciatus,
especialmente em situacdes de agrupamentos com predominancia de machos, nas quais a

frequéncia de montas aumenta (Kumano et al., 2011).

Os sinais estridulatorios emitidos durante o comportamento reprodutivo apresentam
diferengas temporais claras em relagdo aos sinais emitidos em situagdes de estresse. Os
sinais de estresse foram emitidos de forma mais ou menos constante enquanto o fator
estressante estava presente e se caracterizaram pela emissao de chirps com pouca variagao

na durag@o e nos tempos de repeti¢do. Ja os sinais emitidos durante o comportamento
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reprodutivo apresentaram estruturas temporais mais variaveis € menores diferengas em
seus espectros de frequéncia. Isso pode indicar que o mecanismo de producdo dos sinais
¢ capaz de se adaptar ao contexto comportamental, permitindo a emissdo de sinais com

diferente contetido de informacao.

Os sinais estridulatorios de E. postfasciatus ja haviam sido caracterizados por Yasuda
e Tokuzato (1999) e sdo produzidos no mesmo contexto comportamental dos descritos
neste estudo. No entanto, os pardmetros temporais e espectrais dos sinais emitidos em
situagdes de estresse foram diferentes dos observados aqui. Yasuda e Tokuzato (1999)
relataram duracao média dos chirps em contexto de estresse de 22,5 £ 1,9 ms para fémeas
e 16,9 £ 2,2 ms para machos, valores inferiores aos deste estudo, que mostrou uma
diferenca de aproximadamente 40 ms. As frequéncias maximas do componente acustico
dos sinais, medidas em microfones pelos autores, foram de 3.580 + 2.490 Hz para fémeas
e 2.860 = 1.250 Hz para machos, correspondendo as frequéncias minimas medidas em
microfone observadas neste estudo. Diferencas nos pardmetros dos sinais podem indicar
variagdes intrapopulacionais, fendmeno comumente relatado em sinais acusticos e
vibratorios de insetos (Sebastian-Gonzalez e Pérez-Granados, 2025), mas também nao se
pode descartar a influéncia dos métodos de gravacdo e andlise empregados em cada
estudo. Neste trabalho, foram considerados tanto os componentes acusticos quanto os
vibratdrios dos sinais emitidos por E. postfasciatus. Catafesta et al. (2023) propdem que
os componentes vibratorios dos sinais estridulatérios podem ser determinantes na
reproducao dos Curculionidae, uma vez que, devido a baixa amplitude dos sinais, os
componentes vibratorios podem ser transmitidos com menor atenuagdo do que os

componentes acusticos.

Yasuda e Tokuzato (1999) indicaram que o sinal de rejei¢do emitido pelas fémeas ¢é
semelhante ao sinal emitido em situagdes de estresse. No entanto, os resultados obtidos
neste estudo demonstram que os parametros temporais e espectrais dos sinais de estresse
e de rejeicdo das fémeas apresentam diferengas que permitem caracteriza-los como
distintos, o que sugere que o conteudo de informacao carregado em cada caso ¢ diferente.
A emissao de cada tipo de sinal em contextos comportamentais especificos sustenta esta

hipotese.

A estridulagdo em machos e fémeas de E. postfasciatus ¢ mediada por um aparato

morfologicamente semelhante entre os sexos. De acordo com a classificaciao proposta por
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Lyal e King (1996), este aparato € do Tipo 3, com o pars stridens localizada nos élitros e
o plectrum nos ultimos tergitos abdominais. A produgdo sonora ocorre por meio do
movimento antero-posterior da extremidade abdominal do inseto, que faz o plectrum
friccionar-se contra o pars stridens. As diferengas nos parametros acusticos dos sinais
entre machos e fémeas podem ser atribuidas a variagdes morfoldgicas sutis no aparelho
estridulatorio. Além disso, a variabilidade nos pardmetros sonoros pode estar associada
ao tamanho corporal individual, que influencia diretamente as dimensdes do aparato e,
consequentemente, as caracteristicas dos sinais produzidos (Yturralde e Hofstetter, 2015;

Catafesta et al., 2023).

Os resultados obtidos neste estudo, ao integrar a andlise dos sinais acusticos, a
morfologia do aparelho de producdo sonora e o contexto comportamental associado a
emissao dos sinais, fornecem uma base para a compreensao dos mecanismos de
comunicagdo acustica intraespecifica. Investigacdes futuras devem considerar outras
modalidades sensoriais envolvidas na comunicacdo, como sinais quimicos, visuais e
tateis, visando uma compreensdo mais abrangente dos aspectos reprodutivos e
comportamentais de grupo de E. postfasciatus. Isso pode contribuir para o
desenvolvimento de novas taticas sustentdveis de manejo baseadas na manipulagdo

comportamental da praga.
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Capitulo 2

Comunicacao quimica de Euscepes postfasciatus: identificacio de

volateis emitidos por adultos e estudo comportamental frente a odores
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Introducio

A comunica¢do quimica ¢ considerada como um dos sistemas de interagdo mais
complexos e abrangentes, atuando em multiplos niveis ecoldgicos e promovendo relagdes
complexas (Michailidu et al., 2025). Os compostos quimicos envolvidos na troca de
informacgdes entre organismos sao conhecidos como semioquimicos (“semeion”: sinal =
sinal quimico). Estes sdo compostos organicos que mediam interagdes tanto
intraespecificas, chamados de feromonios, quanto interespecificas, chamados de
aleloquimicos (Moulton, 1968; Palial e Nidhi, 2019; Michailidu et al., 2025). Esses
compostos sao liberados por um organismo e provocam respostas comportamentais ou
fisiologicas em outro, podendo beneficiar o emissor, o receptor ou ambos (Nesreen, 2019;

Sharma et al., 2019).

Os feromodnios desempenham papéis criticos em diversos comportamentos
fundamentais, como acasalamento, marcagao territorial, emissdo de alertas e organizagao
social, sendo amplamente utilizados por insetos, mamiferos e¢ peixes (Moulton, 1968;
Michailidu et al., 2025). Sua diversidade estrutural ¢ significativa, podendo incluir
hidrocarbonetos, ésteres, alcoois, esteroides e peptideos, variando desde moléculas
volateis simples até peptideos complexos, sempre adaptados ao ambiente e necessidades

especificas de cada espécie (Michailidu et al., 2025).

Os feromonios podem ser classificados como feromodnios de agregacdo, que
geralmente sdo emitidos por um dos sexos e atraem ambos os sexos para locais de
alimentagdo ou reproducdo (Nesreen, 2019; Gaffke et al., 2021). Esses sinais favorecem
o agrupamento dos insetos gerando aumento da densidade populacional. Isto, no caso de
insetos herbivoros que sdo pragas agricolas, contribui para o aumento de danos as plantas
hospedeiras, um efeito bem documentado em coledpteros herbivoros das familias
Chrysomelidae e Curculionidae (Nesreen, 2019; Gaffke et al., 2021). Ja os feromonios de
alarme alertam outros individuos da mesma espécie sobre a presenca de predadores ou
ameagcas, sendo o segundo tipo mais comum entre os insetos, apos os feromonios sexuais
(Nesreen, 2019). Por sua vez, os feromoOnios sexuais atuam na interagao entre 0s sexos €
sdo, em sua maioria, produzidos por fémeas para atrair machos durante o periodo

reprodutivo (Nesreen, 2019; Sharma et al., 2019).

Diferente dos feromodnios, os aleloquimicos sdo compostos quimicos que mediam a

comunicagdo entre espécies diferentes e podem beneficiar o emissor (alomdnios), o
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receptor (cairomonios) ou ambos (sinomonios) (Sharma et al., 2019; Palial e Nidhi, 2019;
Nesreen, 2019, Nesreen, 2020). Alomoénios podem atuar como defesas quimicas,
cairomoOnios permitem que o receptor explore sinais emitidos involuntariamente, € os
sinomoOnios promovem interagdes mutuamente benéficas, como a atragdo de

polinizadores ou inimigos naturais de pragas.

A coleta e identificagdo de feromodnios e compostos volateis seguem protocolos
rigorosos que visam preservar a integridade das amostras e garantir a precisdo das analises
quimicas. A técnica de aeracao ¢ amplamente empregada, consistindo na passagem de ar
filtrado por carvao ativado através de camaras de vidro contendo os insetos de interesse.
Os volateis sdo capturados em tubos contendo polimeros que atuam como adsorventes,
com posterior eluicdo em diferentes solventes organicos, dependendo da polaridade dos
compostos liberados pelos insetos (Blassioli-Moraes et al., 2008; Michereff et al., 2021;
Blassioli-Moraes et al., 2025). Em estudos com plantas, o sistema “push-pull” ¢
frequentemente utilizado para garantir pressdo positiva e evitar a entrada de ar externo

(Blassioli-Moraes et al., 2003).

A separagdo e purificacdo de compostos especificos podem ser realizadas por
cromatografia em coluna, utilizando fases estacionarias como silica gel e eluentes de
polaridades graduais. A identificagdo dos compostos volateis ¢ feita por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), com comparacao de tempos de
reten¢do e padrdes de fragmentagdo com bancos de dados (como o NIST) e padrdes
auténticos (Blassioli-Moraes et al., 2008; Michereff et al., 2021; Da Silva et al., 2022;
Blassioli-Moraes et al., 2025). Em alguns casos, o uso de armadilhas térmicas (TCT)
permite a liberacdo térmica controlada dos volateis adsorvidos, aumentando a
sensibilidade da detec¢do (Ray et al., 2019). Para validagdo funcional dos compostos
identificados como feromdnios, bioensaios sdo realizados com fragdes purificadas, estes
que se referem a arenas de ar que transporta os volateis a ser avaliado e permite a
observagdao do comportamento do inseto ao volatil, permitindo assim confirmar sua

atividade bioldgica e relevancia comportamental (Blassioli-Moraes et al., 2003).

Os feromoOnios sdo os semioquimicos mais usados no manejo integrado de pragas
(MIP) devido a sua capacidade de atrair individuos da mesma espécie, sendo ferramentas
eficazes tanto para o monitoramento quanto para o controle de insetos. O monitoramento

¢ um dos pontos centrais do MIP, e armadilhas com iscas de feromodnio sdo amplamente
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utilizadas em todo o mundo para acompanhar populagdes de pragas. Essas armadilhas sao
especialmente eficazes para mariposas (Lepidoptera), besouros (Coleoptera) e percevejos
(Pentatomidae) (Dent, 2000; Blassioli-Moraes et al., 2019). Além do monitoramento, o0s
feromdnios também podem ser usados para reduzir populagdes de pragas através de
técnicas como a coleta massal, que visa atrair e capturar grande parte dos insetos. Outra
estratégia € a de atrai-mata, que utiliza feromonios para atrair os insetos a uma substancia
toxica (Baker, 2009). Uma variagdo mais recente dessa técnica envolve o uso de
microrganismos entomopatogénicos incorporados nas iscas com feromdnio, aumentando

o efeito de controle (Blassioli-Moraes et al., 2019; Hassemer et al., 2020).

Até o presente momento, nao foram identificados compostos volateis com fungdo de
feromonio sexual ou de agregagdo em Euscepes postfasciatus. No entanto, estudos sobre
a ecologia quimica da espécie indicam que os machos possuem glandulas secretoras que
liberam substancias durante a copula, as quais promovem uma inibi¢cdo temporaria da
receptividade sexual das fémeas (Himuro et al., 2017). Além disso, ha evidéncias de que
os adultos de E. postfasciatus respondem a extratos da superficie corporal de outros
individuos, se mantendo na localizagdo onde esses compostos se encontram na arena,

possivelmente mediadas por hidrocarbonetos cuticulares de contato (Isa et al., 2019).

Tendo em vista a caréncia de estudos sobre Ecologia quimica, especialmente a
comunicac¢do quimica, da praga da batata-doce, este trabalho teve como objetivo estudar
a comunicagao quimica de E. postfasciatus, identificando os volateis emitidos por fémeas
e macho da espécie, juntamente com o estudo comportamental frente aos volateis
oriundos dos adultos e da sua fonte de alimento e oviposi¢ao. Isto pode contribuir para o

desenvolvimento de ferramentas para o manejo da espécie.

Material e Métodos

Insetos

Os insetos utilizados neste trabalho foram criados e mantidos segundo o descrito no
Capitulo 1. Em todos os casos foram utilizados insetos maduros sexualmente, virgens e

com 10 a 15 dias no estagio adulto.

Prospeccio e identificacio do feromonio de E. postfasciatus

Para a coleta de volateis emitidos por machos e fémeas de E. postfasciatus foi utilizada

a técnica de aeragdo. Para isto, os insetos maduros sexualmente, foram colocados
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separado por sexo, em 2 tipos de camaras de vidro. O primeiro tipo foi uma camara
vertical de 500 ml com fechamento hermético (Fig 20A; Fig 20B). O segundo modelo de
camara utilizada foi de vidro horizontal 42 x 5,5cm (Fig 20C) cobertas com papel
aluminio para manter o ambiente escuro. Nestas camaras se coletaram volateis a partir de
machos, fémeas e casais. Nas camaras verticais foram introduzidos 100 e 200 insetos por
camara e nas camaras horizontais foram utilizados 10 a 50 insetos e casais por camara.
Para reduzir o estresse dos insetos e estimular a producdo de volateis os insetos foram
mantidos com alimento durante todo o periodo de aeragdo. Foram avaliados diferentes
tipos de alimento oferecido para os insetos, tais como rodelas de tubérculos de batata-

doce, tubérculos inteiros de batata-doce e tubérculos de batata-doce com brotos e folhas.

Nas camaras foi criada uma corrente de ar utilizando bombas de vacuo. Através de
dois orificios da tampa da cadmara vertical ou dos fechamentos laterais da camara
horizontal, foram adaptados dois tubos de vidro, um contendo um filtro de carvao ativado,
para entrada de ar filtrado com carvao ativado (20-40 mesh, Sigma-Aldrich) e livre de
impurezas, e o outro com adsorvente HayeSep Q (100 mg, polimero de 80-100 mesh,
Sigma-Aldrich) para coleta dos volateis emitidos pelos insetos (Fig 20B). O tubo
adsorvente foi conectado a uma bomba de vacuo que manteve um fluxo de 0,6 L/min.
Desta forma, estabeleceu-se uma corrente onde o ar entra na camara, atravessando
inicialmente o filtro de carvao e foi escoado através do polimero para coleta dos volateis
(Fig 20B). Os volateis capturados no adsorvente foram eluidos a cada 72 h, visto que
coletas iniciais demostraram que a quantidade de volateis emitidos em 24 e 48 h foi
insuficiente para detec¢do com os equipamentos de andlise. Foram coletados volateis de
13 grupos de machos e fémeas respectivamente. A coleta se realizou em cada grupo

durante 13 a 20 dias consecutivos.

A eluicdo foi realizada com 500 pl de n-hexano e os extratos concentrados para 50 pl
sob um fluxo de N2. As amostras foram armazenadas a -20°C até a analise por

cromatografia gasosa (CG) (Fig 21A).
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Camara de vidro 500mL

Figura 20. Sistemas de aerag@o utilizados para coleta de volateis oriundos de adultos de E. postfasciatus.
A) Esquema geral do sistema de aerag@o usando como exemplo uma camara vertical. B) Aeragdo na camara
vertical de 500 ml, seta 1 indica o filtro de carvdo ativado e a seta 2 indica o adsorvente. C) Camaras
horizontais montadas e cobertas com papel aluminio. D) Aeracdo montada em camara vertical oferecendo
tubérculos de batata-doce com brotos como fonte de alimento, o papel aluminio foi utilizado para isolar as
raizes do tubérculo e evitar contaminagdes com volateis oriundos das mesmas, seta vermelha indica um
adulto na cAmara. Fonte: Autor, 2025.
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Figura 21. A) Cromatografo gasoso com detector de ionizag@o de chamas acoplado. B) Amostras de
aeragdo em processo de concentracdo sob fluxo de Nitrogénio. Fonte: Autor, 2025.

Analises quimicas das amostras contento volateis de E. postfasciatus

Para analise quantitativa, os estratos foram analisados com o uso da técnica de
cromatografia gasosa utilizando um CG-DIC (Cromatdgrafo gasoso com detector por
ioniza¢do de chama) (Agilent 780B) equipado com uma coluna apolar DB-5MS (30 m x
0,25 mm ID e espessura de filme de 0,25um), injetor no modo split/ess, e com hélio como
gas de arraste. O programa de temperatura foi de 50 °C (2 minutos), com incremento de
5°C/min até 180 °C (1 minuto), seguido de incremento de 10 °C/min até 250 °C (20
minutos). A temperatura do injetor se manteve a 250°C e temperatura do detector a
270°C. As amostras foram introduzidas na coluna capilar por meio de um sistema de
injecdo, em que o uso de altas temperaturas permite a volatilizagdo dos compostos
presentes na amostra. Os volateis posteriormente sdo introduzidos na coluna capilar do
equipamento e uma corrente de gas hélio que passa continuamente pela coluna junto ao
aquecimento do equipamento, permite a separagao dos compostos presentes na amostra.
No final do percurso a coluna ¢ conectada a um detector por ionizagao de chama (DIC),
que gera um sinal elétrico proporcional a concentragdo de cada composto na amostra, isto
¢ representado graficamente por um cromatograma onde os diferentes compostos

presentes na amostra formam uma série de picos.

Estudo comportamental de E. postfasciatus

A primeira etapa para avaliar a possivel presenca de volateis atrativos entre 0s sexos

ou de outras fontes ¢ a experimentagdo com insetos vivos. Para avaliar a resposta de
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machos e fémeas de E. postfasciatus a coespecificos (bioensaios com insetos vivos) e a
sua fonte de alimento, foram conduzidos bioensaios comportamentais em olfatometria. A
técnica de olfatometria permite avaliar o comportamento de resposta (atragdo, repeléncia,
por exemplo) dos insetos a volateis. Foram utilizados dois olfatdometros. O primeiro
olfatdmetro utilizado foi o de duas escolhas, formado por um bloco quadrado de acrilico
(19 x 19 x 1 cm) com uma cavidade em formato de Y (1,5 cm largura) com o brago
comum ou tronco de 8,0 cm e cada brago com 7 cm de comprimento (Fig 22A), e o de 4
escolhas, formado por um bloco quadrado de acrilico (16,5 x 16,5 x 1 cm) com uma
cavidade em formato de X, com a area de liberacao medindo 6,5 x 6,5 cm, e cada brago
5 cm (Fig 22B). A cavidade em ambos foram fechadas com duas placas de vidro de 0,4

mm colocadas por cima e abaixo do bloco de acrilico.

Figura 22. Arenas utilizadas para bioensaios comportamentais em olfatometria para E. postfasciatus.
A) Olfatémetro de 2 escolhas em formato de Y com suas medidas, setas indicam o fluxo do ar dentro da
arena, AL: Area de Liberagdo. B) Olfatometro de 4 escolhas em formato de X com suas medidas, setas
indicam o fluxo de ar dentro da arena, AL: Area de Liberacio. Fonte: Autor, 2025.

No interior do olfatometro foi criado um fluxo de ar utilizando bombas de ar e de
vacuo. Na bomba de ar, foi acoplado um filtro com carvao ativado (20-40 mesh, Sigma-
Aldrich), para filtrar o ar, ¢ um umidificador para acondicionar o ar que entrard no
equipamento. Antes da entrada do ar no olfatometro, foram acondicionados recipientes
de vidro para colocar as amostras a serem avaliadas. O ar foi escoado do equipamento

utilizando uma bomba de vacuo. O fluxo de circulagao foi controlado com fluxémetros,
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com a entrada de ar de 0,4 Ipm e de saida 0,3 Ipm para, desta forma, manter uma leve
pressdo positiva no equipamento evitando contamina¢do com ar do ambiente. Com este
sistema se cria um fluxo unidirecional do ar que inicia nos bragos comuns do olfatometro

e finaliza na base do braco comum (Fig 23), local onde se liberam os insetos.

Nos bioensaios, foram contrastados 20 adultos (machos e fémeas de E. postfasciatus)
virgens e maduros sexualmente, com idade de 12 a 15 dias. Os insetos a serem utilizados
como tratamento foram climatizados na sala experimental e no sistema de ar durante 1
hora antes dos bioensaios. Para avaliar a resposta dos insetos aos volateis da batata-doce,
20 g de batata-doce, da variedade BRS, Rubissol foram cortados em rodelas, pesados e
dispostos em uma camara de vidro pequena. Quando utilizada a batata-doce com brotos,
estas foram mantidas em potes com 4agua para crescimento das raizes e brotos, sendo
utilizadas inteiras em camaras de vidro de aproximadamente 3 L. Os adultos
permaneceram sem contato com o alimento antes do bioensaio por no minimo 12 h. O

controle utilizado foi ar puro.

Figura 23. Sistema de olfatometria utilizado nos bioensaios. 1: bombas de ar e de vacuo para manter o
fluxo do sistema. 2: fluxdmetros para regulagem do fluxo de ar. 3: filtro de carvao ativado para purificagdo
do ar. 4: recipientes para colocar os tratamentos (insetos ou plantas) a serem avaliados. 5: olfatdmetro
utilizado. Fonte: Autor, 2025.
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Foram realizadas 50 repeti¢des para os tratamentos dos bioensaios de 2 escolhas, sendo
estes, 20 Fémeas x Ar; 20 Machos x Ar. Para os bioensaios em olfatdmetro de 4 escolhas,
foram realizadas 20 repeti¢des para os tratamento, foram contrastados 20 Fémeas num
dos bragos contra o Ar em 3 bragos, o mesmo foi repetido para os 20 Machos como
tratamento. Quando utilizada 20 g de batata-doce como tratamento, foi contrastado 1
brago com tratamento x 3 bragos com controle; 2 bragcos com tratamentos x 2 bragos com
controle. Para avaliar a batata-doce com brotos foi realizado apenas 1 braco com
tratamento x 3 bragos com controle. Estes modelos foram utilizados visto que o sistema
1 Tratamento x 3 Controles ¢ o melhor para averiguar atratividade do inseto ao tratamento
e o sistema 2 Tratamentos x 2 Controles ¢ utilizado para averiguar a atratividade

juntamente com o viés do sistema.

Durante a realizacao dos bioensaios, o olfatdmetro foi girado horizontalmente para seu
lado oposto a cada 3 repeticdes, para evitar viés de posicionamento na resposta dos
insetos, em cada repeti¢ao foi utilizado um adulto virgem e maduro sexualmente que foi
observado durante 10 minutos. Foi registrada a primeira escolha que o inseto realizou,
considerando o braco do olfatdmetro onde o inseto entrou primeiro permanecendo por,
no minimo, 20 s e o tempo de residéncia em cada brago, medido com o tempo total que o
inseto permaneceu em cada brago do olfatometro. Os olfatdmetros foram lavados a cada

10 repetigdes.

Analise de dados

Para analise das primeiras escolhas dos insetos em submetidos a cada tratamento foi
realizado o teste de ¥?, para testar a hipdtese de nao preferéncia (50% dos insetos
escolhendo cada area do olfatometro no caso de dupla escolha ou 25% no caso do
olfatometro de 4 escolhas). O tempo de residéncia em cada braco do olfatdmetro foi
comparado, utilizando o teste de Mann-Whitney, no bioensaio de 2 escolhas, e teste de

Kruskal-Wallis para os bioensaios de 4 escolhas.

Resultados

Extratos de aeracgodes de adultos de E. postfasciatus

Ao longo dos dois anos de pesquisa, foram coletadas 208 amostras de aeragdes,
coletadas em 13 grupos de aeragdes diferentes, provenientes de adultos de E.

postfasciatus, tanto de machos quanto de fémeas, juntamente com as amostras controle
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contendo somente a batata-doce. Nas 208 amostras obtidas, em apenas 5, oriundas de 3
grupos de aeragdes diferentes, foram encontrados picos especificos de compostos
liberados nas amostras das fémeas, que nao estavam presentes nas amostras dos machos
ou no controle (camaras sem inseto, somente com o alimento) (Fig 24). Estes compostos
foram encontrados apenas em emissdes coletadas a cada 72 h, com a batata-doce com
brotos e folhagem sendo a fonte de alimento e em camaras verticais. Estes compostos
foram liberados 10 dias ap6s o inicio das aeragdes e em dias seguidos, com os adultos
tendo uma idade média entre 24 e 30 dias nas emissdes dos compostos. Arenas

comportamentais.

Nos bioensaios com o olfatometro de 2 escolhas, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre as areas do olfatdmetro com os tratamentos e controle tanto na
primeira escolha quanto no tempo de residéncia. Somente no caso de machos
respondendo a machos foi observada uma preferéncia pelo tratamento ao considerar o
tempo de residéncia (Tabela 3). Visto que ndo houve predominantemente resultados
significativos no olfatometro de duas escolhas, foi utilizado o de quatro escolhas para
verificar se hd uma diferenga entre as arenas utilizadas ¢ assim definir o melhor método

para bioensaios comportamentais.
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Figura 24. Cromatogramas referentes as acragcdes de machos e fémeas de E. postfasciatus, juntamente
com a amostra controle, respectivamente. Em vermelho e nas setas verdes estdo destacados os trés picos
especificos das fémeas.

Nos bioensaios em olfatometro de 4 escolhas, ao utilizar adultos de E. postfasciatus
como tratamento, novamente ndo foram observadas respostas significativas tanto na

primeira escolha quanto no tempo de residéncia (Tabela 4).

Nos bioensaios com a planta hospedeira, ao contrastar dois bragos com tratamento
(rodelas de tubérculos de batata-doce) contra o ar (controle), foi somado os valores de T
e os de C para serem analisados como um sé. Nao foi observado resultado significativo

nem na primeira escolha nem no tempo de residéncia (Tabela 4).

Quando utilizado a arena de 4 escolhas mas somente um dos bracos contendo o
tratamento, ndo foram observadas respostas significativa nem na primeira escolha nem

no tempo de residéncia (Tabela 4).
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Ao mudar o tipo de tratamento para batata-doce com brotos nao foram observadas
respostas significativas tanto ao considerar a primeira escolha quanto o tempo de

residéncia (Tabela 4).

Tabela 3 Primeira escolha e de tempo de residéncia (s)de adultos de Euscepes
postfasciatus respondendo a volateis de seus coespecificos em bioensaios de olfatometria

de dupla escolha (tipo Y).

Primeira Escolha Tempo de Residéncia
T C SR T C
Fémeas x Fémeas 17 20 13 254,59 246,92
(£29,41) (+30,34)
v*=0,24;gl=1;p=0,621 Mann-Whitney z = 0,58; p = 0,55
Fémeas x Machos 11 20 19 219,96 242,16
(£ 33,94) (+30,47)
> =2,61;gl=1;p=0,105 Mann-Whitney z=0,11; p=0,9
Machos x Fémeas 20 10 20 356,96 210
(£31,53) (+31,14)
v*=3,33;gl=1;p=0,06 Mann-Whitney z = 1,4; p=0,16
Machos x Machos 23 17 10 324,16 193,8
(£30,7) (£23,34
v=0,9;gl=1;p=0,342 Mann-Whitney z = 2,16; p = 0,02

Referéncias: T: Tratamento; C: Controle; SR: Sem Resposta; (Tempo de Residéncia —

média das respostas).
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Tabela 4. Primeira escolha e de tempo de residéncia (s)de adultos de Euscepes

postfasciatus respondendo a volateis de seus coespecificos e da planta hospedeira em

bioensaios de olfatometria de quatro escolhas (tipo X).

Primeira Escolha

Tempo de Residéncia

Fémeas x fémeas

Fémeas x

machos

Machos x fémeas

Machos x

machos

Batata-doce

2 Batatas-doces

B1

5 4 3 7 1

¥=36,gl=3,p=03

v*=0,4;21=3;p=0,94

6 3 6 3 2

v*=0,4;21=3;p=0,94

v=0,8;g1=3;p=0,84

B2 B3 B4 SR

Bl B2 B3 B4
108,7 111,2 95 71,2
(£45,6)  (£43,61)  (£44,62)  (£36)

Kruskal-Wallis x> = 0,64; p = 0,81

143,4 97,1 93,95 108

(£4996)  (£353)  (£4565)  (£432)

Kruskal-Wallis ¥*> = 1,03; p = 0,73

90,05 114,75 81,2 42,55

(£40,37)  (£42,07)  (£30,18)  (+26,14)

Kruskal-Wallis > =1,91; p = 0,5

100,7 73,9 102 146,85

(£42,55) (x344) (x42,53) (=51,31)

Kruskal-Wallis 4> = 0,83; p = 0,8

162,9 113,2 106,6 75,3
(£47,41) (£42,36) (£43,73)  (£30,95)
Kruskal-Wallis y* = 0,2; p = 0,97
64,05 203,95 128,35 54,15
(£29,69) (x41,56) (£44,09) (£28,96)

Mann-Whitney z = 1,45; p = 0,14
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Batata-doce com 4 3 5 6 2 109,8 55,85 132,35 140,35

Brotos
(£40,84) (£21,57) (£48,1) (£52,35)

v=0,11; gl=3; p=0,99 Kruskal-Wallis y*> = 0,97; p = 0,77

Referéncias: B1: Braco 1; B2: Braco 2; B3: Braco 3; B4: Brago 4; SR: Sem resposta;
E.P: Erro padrdo. (Tempo de residéncia — média das respostas; O tratamento se encontra
no B1 de todos os testes, e quando comparado dois bragos com tratamento de batata-doce,

estes se encontram no Bl e B2).

Discussao

A maioria dos feromonios descritos na familia Curculionidae sao produzidos pelos
machos e atuam como feromonio de agregacdao (Ruiz-Montiel et al., 2003; Neta et al.,
2021), atraindo individuos de ambos os sexos ou como feromonios de curta distancia ou
de contato, que facilitam o reconhecimento entre coespecificos. Essa atratividade
geralmente ¢ potencializada por volateis liberados pelas plantas hospedeiras, destacando
a importancia desses compostos na comunica¢ao quimica dos curculionideos. Embora
menos frequentes, também ha registros de feromonios emitidos por fémeas (Althoff et
al., 2025), incluindo feromoénios sexuais de longa distdncia, que atraem

predominantemente machos (Ambrogi et al., 2009; Bandeira et al., 2021).

Nas aeracgoes oriundas de adultos de E. postfasciatus, foi observado trés compostos
especificos das fémeas. A frequéncia de deteccdo destes compostos foi muito baixa
(somente 5 das 208 amostras coletadas) o que pode indicar que as condigdes nos quais 0s
insetos se mantiveram durante a coleta dos volateis ndo favorecem a produgao e liberagao
desses compostos. E sabido que condigdes ambientais e fisiologicas dos insetos (por
exemplo acesso a alimentacdo) condicionam a producao de feromoénios e outros
semioquimicos (Seybold e Vanderwel, 2003, Moraes et al., 2008). Um outro fator a
considerar é que os compostos observados como exclusivos das fémeas podem ser
produzidos em quantidades muito pequenas, fora do limiar de deteccao dos equipamentos
utilizados (GC-DIC e GC-EM), para contornar esta possivel limitacdo analitica seria
necessario trabalhar com um maior nimero de insetos ou misturar varias amostras para
aumentar o nimero de insetos avaliados em cada amostra injetada nos equipamentos. A

produgdo de compostos especificos na fémea, com ressalvas detalhadas anteriormente,
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pode sugerir que E. postfasciatus se aparta do padrao geral dos Curculionidae, onde ¢

mais comum que o sexo produtor de feromonio sejam os machos (Ambrogi et al., 2009).

Muitos curculionideos possuem relagdes estreitas com suas plantas hospedeiras, com
longos historicos de coevolugdo, sendo assim, muitos dos feromonios produzidos estdo
diretamente ligados a compostos da planta hospedeira. Alguns curculionideos, como o
Anthonomus eugenii (Coleoptera: Curculionidae), produz o feroménio de agregacio
somente na presenga da planta ou de partes especificas da planta (Eller e
Palmquist, 2014). Assim, faz-se necessario realizar mais aeragdes testando diferentes
tipos de variedades de batata-doce, diferentes estagios da planta ou diferentes sistemas de

aeracdo para poder confirmar os componentes do feromoénio de E. postfasciatus.

Os bioensaios em olfatometria s3o uma ferramenta amplamente empregada para
investigar o comportamento de insetos em resposta a compostos volateis (Roberts et al.,
2023). Diversos tipos de arenas podem ser utilizados, variando conforme a espécie-alvo,
a fung¢do comportamental dos volateis e os objetivos experimentais. Dentre esses, o
olfatometro de duas escolhas destaca-se como o modelo mais comumente adotado em

estudos desse tipo (Blassioli-Moraes, et al., 2003; Roberts et al., 2023).

A resposta de adultos de E. postfasciatus nas arenas de duas escolhas foram
insuficientes para determinar com precisdo o comportamento do inseto, onde apenas
obtivemos resposta significativa dos machos quando utilizado os machos como
tratamento, contradizendo os resultados das aeracOes onde as fémeas deveriam ser
atrativas, sendo assim necessario testar outro tipo de arena. Para isso, foi testada a arena
de quatro escolhas, que sdo comumente utilizadas para testar atragdo e/ou repeléncia a

um odor (Roberts et al., 2023).

Quando testado o olfatobmetro de quatro escolhas, foi observado um resultado
significativo para um dos bragos do tratamento, quando o tratamento estava sendo
disponibilizado em dois dos bragos do olfatdmetro. Porém quando utilizado este mesmo
tratamento em apenas um dos bracos ndo foi obtido resposta significativa, o que pode
indicar que, mesmo quando utilizado o tratamento em dois bragos, ndo houve grande

indicagdo de preferéncia do inseto.

Os bioensaios de olafatometria ndo produziram resultados significativos em relacdo a

atratividade de coespecificos e da planta hospedeira, € necessario testar novas condigdes
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ou novas metodologias de bioensaios para elucidar a melhor técnica para estudar o
comportamento desta espécie. Alguns autores afirmam que arenas sem fluxo de ar, de
tamanho médio para grande, em média de 15 cm, podem ser melhores para besouros

rastejadores (Scharf et al., 2024).

A utilizagdo de arenas sem fluxo de ar pode ser particularmente vantajosa para estudos
com E. postfasciatus, uma vez que os adultos dessa espécie ndo dependem
exclusivamente de compostos volateis para orientacdo, mas também utilizam
hidrocarbonetos de contato, especialmente os machos na busca por fémeas (Isa et al.,
2019). Nesse contexto, esse tipo de arena permite a avaliacdo da atratividade a
coespecificos por meio de estimulos combinados, integrando odores volateis,
provenientes da aeracdo de individuos de um sexo especifico, e hidrocarbonetos

cuticulares.

Este estudo representa os passos iniciais de estudos da ecologia quimica de E.
postfasciatus. Neste trabalho foram utilizadas algumas metodologias de coleta de volateis
e bioensaios que podem auxiliar trabalhos futuros orientados a identificagao do feroménio
da espécie ou de outros semioquimicos relacionados a diferentes comportamentos do

inseto.
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Conclusao

O comportamento reprodutivo de Euscepes postfasciatus segue os padroes gerais da
familia Curculionidae com uma série de atos comportamentais e transigcoes
estereotipadas. As observagdes em laboratorio permitiram identificar que o periodo de
maior atividade reprodutiva ocorre durante as 9:00 e 12:00 hr. Durante o comportamento
reprodutivo foram identificados dos sinais estridulatérios, um de rejeicdo dos machos
produzido pelas fémeas e outro de corte produzido pelos machos que diferem de sinais
estridulatorios produzidos em situacdes de estresse por adultos de ambos os sexos. Os
sinais identificados diferem em seus parametros temporais e de espectros de frequéncia
daqueles identificados previamente para a espécie por Yasuda e Tokuzato (1999) o que
foi associado a diferengas intrapopulacionais ou nos métodos de registro e analise dos
sinais. Nas analises dos sinais quimicos foram identificados trés compostos especificos
produzidos pelas fémeas. Os diferentes métodos de bioensaios em olfatometria avaliados
ndo mostraram ser totalmente eficientes para caracterizar com precisao a resposta dos

insetos a volateis produzidos por coespecificos ou pela sua planta hospedeira.

Este trabalho contribuiu significativamente para a ampliagdo do conhecimento sobre a
biologia comportamental e os mecanismos de comunicagao de Euscepes postfasciatus. A
partir da investigacdo do comportamento reprodutivo e da analise dos sinais acusticos €
quimicos emitidos pelos adultos, foi possivel estabelecer bases solidas para futuras

estratégias de estudos comportamentais da espécie

Investigacdes futuras devem explorar outras modalidades sensoriais envolvidas na
comunicagdo, como sinais visuais e tateis, bem como aprimorar as metodologias de
bioensaio e coleta de semioquimicos. O aprofundamento desses estudos € essencial para
o avanco de estratégias de controle que sejam eficazes, ambientalmente seguras e viaveis

para a agricultura.
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Apéndices
Apéndice 1. Artigo submetido para a revista Neotropical Entomology contendo o

conteudo do capitulo 1.
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Abstract: Reproductive behavior and the use of stridulatory signals are well-documented in
Curculionidae. Euscepes postfasciatus is an agricultural pest of sweet potato for which
effective control strategies are still lacking. In this context, the objective of the present
study was to investigate the reproductive behavior and the associated acoustic and
vibrational signals of this species. To analyze reproductive behavior, 100 mating pairs
were observed, data were compilated in an ethogram. To study the stridulatory signals
emitted in stressful and reproductive contexts, 20 and 50 pairs, respectively, were
recorded using systems equipped with microphones and piezoelectric accelerometers
for capturing airborne and vibratory components of stridulatory signals. Morphological
analysis of the stridulatory apparatus was conducted in 30 specimens dissected and
examined using scanning electron microscopy. During mating, variation was observed
in the male's mounting behavior and in the female's responses. Females were found to
emit a specific rejection signal, while males produced a copulatory signal, potentially to
enhance female receptivity, along with a distinct behavioral display. Stress-induced
signals did not differ between sexes and showed clear temporal differences with
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female rejection signals and male courtship signals. The morphology of the stridulatory
apparatus conformed to the pattern described for Curculionidae, with no observed
sexual dimorphism.
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