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RESUMO

Os hidrocarbonetos cuticulares (HCs) sao importantes na biologia dos insetos,
por conferirem controle do fluxo de agua ao corpo. InvestigacBes trouxeram
descobertas nas areas da ecologia quimica e quimiossistematica, mostrando
especificidade taxondmica e seu papel como semioquimicos envolvidos no
comportamento sexual. Os besouros Cyclocephalini sdo atraidos por compostos
organicos volateis de suas plantas hospedeiras. E nas inflorescéncias de espécies
selecionadas de palmeiras (Arecaceae) que machos e fémeas se encontram,
alimentam-se e copulam, a exemplo de Cyclocephala distincta, espécie da tribo
Cyclocephalini que ocorre em Pernambuco. Este trabalho teve como objetivo
reconhecer os comportamentos reprodutivos da espécie mediados por HCs, que
também foram aqui caracterizados quimicamente. Revalidado o repertério
comportamental sexual da espécie, foi possivel determinar os atos da monta e
eversao de edeago como reflexo da escolha e investida sexual do macho. Observando
o0 comportamento sexual dos machos frente a individuos coespecificos de ambos os
sexos, fémeas de diferentes espécies e coespecificos mortos por congelamento,
demonstrou-se que eles investem de forma mais expressiva em fémeas
coespecificas, embora tenham sido registradas coépulas interespecificas. Machos
mostraram-se capazes de discernir entre individuos vivos e mortos, mostrando
preferéncia por fémeas coespecificas vivas. A caracterizacao quimica comparativa de
extratos hexanicos cuticulares de fémeas e machos nédo indicou diferencas
qualitativas significativas. Bioensaios comportamentais mostraram que para machos
de C. distincta o reconhecimento dos perfis de HCs apresenta carater espécie-
especifico, logo, eles tendem a reconhecer mais facilmente parceiros coespecificos.
Foi possivel concluir que machos de C. distincta precisam montar o potencial parceiro
sexual para que ocorra reconhecimento tatil anatdmico, e quimico de contato mediado
pelos HCs. Investimento sexual em copulas interespecificas sugerem dependéncia da
relacdo com a planta hospedeira, que reduz a necessidade de mecanismos de
reconhecimento especifico e sexual mais refinados devido sua seletividade na atracao

apenas de individuos de C. distincta.

Palavras-chave: Comportamento. Reproducédo. Comunicacao quimica. Coro



ABSTRACT

The biological importance of cuticular hydrocarbons (CHCSs), in the control of
water flow in insects, has long been uncovered. Further investigations had led to new
findings in the areas of chemical ecology and chemosystematics, showing high
taxonomic specificity, and their role as semiochemicals, involved in sexual behavior.
Also, Cylocephaline scarabs are attracted by floral volatile organic compounds of their
host plants. Indeed, it is in the inflorescences of selected species of palm trees
(Arecaceae) that male and female of Cyclocephala distincta for example, tribe of
Cylocephaline that occur in Pernambuco, find shelter and feeding resources, and mate
in safety. The main purpose of this work was to recognize the reproductive behaviors
patterns of the species mediated by cuticle hydrocarbons (HCs), which were also
chemically characterized, in this paper, for the first time. Revalidating the sexual
repertoire of the species, it was possible to determine the behaviors of mounting and
aedeagus eversion as a reflection of the male's mating choice and sexual investment.
Observations of the sexual behavior of males paired with conspecific male and
females, females of different species and inanimate conspecifics, showed that they
invested more expressively in live conspecific females, although interspecific mating
was also recorded. In addition, it was possible to evaluate that they can discern
between live and inanimate individuals, always showing more preference for live
conspecific females. The comparative chemical characterization of hexanic cuticular
extracts from both, females and males, did not indicate any significant qualitative
differences. Behavioral bioassays showed that for male of C. distincta the recognition
of HCs profiles holds a species-specific component, in fact, they recognize conspecific
partners more easily and they have more preference for them. It was possible to
conclude that male of C. distincta always need mounting the potential sexual partner
for anatomical tactile recognition and chemical contact, mediated by HCs, occur.
Sexual investment in interspecific copulation suggests a dependence on the relation
with the host plant, which reduces the need for more refined specific recognition and

sexual mechanisms, by attracting only individuals of C. distincta.

Key-words: Behavior. Reproduction. Chemical communication. Masked chafer
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1 INTRODUCAO

Estudar o comportamento reprodutivo das espécies possibilita um melhor
entendimento de sua histéria evolutiva, bem como fornece uma melhor compreenséao
guanto ao processo de reconhecimento dos parceiros (THORNHILL; ALCOCK, 1983).
Em espécies onde a cépula ocorre em grandes agregacdes, estudos dos passos
preliminares do processo de especiagcédo devem oferecer novos formas de abordagem
na identificagcdo de populacbes que estejam iniciando tal processo; auxiliando na

identificacdo mais precisa dos mecanismos do isolamento reprodutivo das espécies.

Insetos que se agregam em grandes quantidades nas plantas hospedeiras
costumam utilizar a comunicagdo quimica para encontrar seu parceiro sexual (XUE et
al., 2016). Adultos do género Cyclocephala possuem habitos crepusculares e noturnos
(GOTTSBERGER; SILBERBAUER-GOTTSBERGER, 1991) e se agregarem em
grandes quantidades nas inflorescéncias das plantas que polinizam, sendo esta
interacdo muitas vezes do tipo espécie-especifica (MAIA et al., 2010; 2012). Tais
interacfes sdo mediadas por compostos organicos volateis liberados no horario de
atividade de voo dos besouros (PEREIRA et al 2014; HOE et al, 2016), promovendo

a agregacao de ambos os sexos na mesma inflorescéncia (MAIA et al., 2018).

Por ndo haver evidéncias de hibridos naturais na literatura (ENDRODI, 1985),
isto sugere que o reconhecimento do parceiro sexual ocorra nas inflorescéncias e seja
categorico, aumentando a confiabilidade nesta identificacdo. Em muitos casos, €
através dos hidrocarbonetos cuticulares que o reconhecimento do parceiro ocorre,
além das inumeras fung¢des e importancia que esses compostos possuem na vida do
inseto (BLOMQUIST; BAGNERES, 2010). Tal tipo de precisdo no reconhecimento é
encontrado em espécies cuja identificacdo ocorra a curta distancia e seja também
quimico (FOMBONG et al.,, 2012). A especificidade dos HCs podem influenciar
inclusive no isolamento reprodutivo em alguns casos (SHIMOMURA et al., 2010). Isto
sugere que os HCs desempenham um importante papel na reprodugédo de muitos

besouros.

Cyclocephala distincta € encontrado facilmente em fragmentos da Floresta
Atlantica no estado de Pernambuco associado a palmeiras (VOEKS, 2002;
ALBUQUERQUE et al., 2016; MAIA et al., 2018). Souza (2013) estudou a biologia e

descreveu o comportamento reprodutivo da espécie, sendo este iniciado pelo macho,
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diferente do que ocorre na maioria das espécies de inseto (MILINSKI, 2001). Tais
aspectos possibilitam o uso da espécie como objeto de estudo para testar a hipotese
de que ocorre reconheciento sexual tatil entre os individuos, sendo este guiado pelos

hidrocarboentos cuticulares

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Este trabalho buscou investigar a efetividade dos hidrocarbonetos cuticulares
(HCs) de Cyclocephala distincta como semioquimicos envolvidos ha comunicagao
sexual intraespecifica, verificando se eles s&8o suficientes para elicitar

comportamentos sexuais do macho.

1.1.2 Objetivos Especificos

Especificamente buscou-se: 1) Revalidar o comportamento de pré-copula e copula
da espécie; 2) Analisar o reconhecimento sexual em machos de C. distincta; 3)
Identificar os componentes dos extratos cuticulares de machos e fémeas de C.
distincta através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS); e 4) Testar experimentalmente se a presenca de hidrocarbonetos elicita ou nédo

o0 comportamento de corte e copula em machos de C. distincta.
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2 REFERENCIAL TEORICO

COMPORTAMENTO SEXUAL EM BESOUROS

O comportamento sexual desempenhado pelas inUmeras espécies de insetos
possui diferencas entre 0s sexos, seja na busca ou no reconhecimento do parceiro
sexual (BAILEY; ZUK, 2009; LANE et al., 2015; RODRIGUES et al.,, 2016;
SHIMOMURA et al., 2017). Para a maioria dos insetos o macho € o responsavel por
localizar e reconhecer a fémea (THORNHIL; ALCOCK, 1983), podendo ocorrer
mudancas caso o macho venha a se tornar o sexo limitante (BAILEY; ZUK, 2009;
RICKLEFS, 2010; ALCOCK, 2011). Esta aproximacao entre 0os sexos pode ocorrer
por motivos que nao estejam exatamente ligados a reproducdo, como O
forrageamento e a atracdo por odores florais (MOORE, 2014; RODRIGUES et al.,
2016). O repertério sexual apresentado pelos pares, divide-se em trés momentos:
pré-copula, copula e pés-copula (THORNHIL; ALCOCK, 1983).

A pré-copula é o periodo de tempo investido pelo macho na conquista da fémea,
quando ele realiza a corte, terminando com o casal em coOpula (BARBOSA;
RODRIGUES, 2016; RODRIGUES et al., 2016). Nesta etapa ocorre a avaliacdo do
parceiro sexual, levando em consideracdo seu fithess e o que ele pode oferecer a
prole (ALCOCK, 2011; MOORE, 2014).

Na copula, o macho insere seu edeago na genitalia feminina e realiza movimentos
de flexdo dos ultimos segmentos abdominais, transferindo os espermatozoides para
a fémea. Esta etapa se encerra com a remocao do edeago do corpo da fémea e
retragdo do mesmo no corpo do macho (SOUZA, 2013; KAMYIA et al., 2015). A
duracdo dessa etapa difere bastante entre as espécies em fungcdo de fatores
fisiologicos, ecologicos e comportamentais (THORNHILL; ALCOCK, 1983; ULLAH et
al., 2017).

No pés-copula machos e fémeas se separam, inicialmente saindo da posi¢ao de
monta apds a finalizacdo da coOpula, como em algumas espécies de besouros
(PELEGRINO et al., 2013; BENELLI; MEREGALLI; CANALE, 2014). No momento
seguinte algumas possibilidades podem ocorrer, como a busca por novos parceiros
(COLARES et al., 2015), comportamento de guarda (BURDFIELD-STEEL; SHUKER,
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2014) ou a fémea usufruir do presente nupcial, que € o contetdo nutritivo transferido
por algumas espécies de machos, durante a copula (GWYNNE, 2008).

Com o encerramento da coOpula a fémea tende a buscar o melhor local para
oviposicdo, onde haja alimento disponivel e que proporcione seguranca a prole
(REFSNIDER; JANZEN, 2010), sendo este momento especifico para cada espécie,
havendo variag6es no tempo que as fémeas destinam ao inicio da oviposi¢éo e ao
tempo investido nesta fase (THORNHILL; ALCOCK, 1983). Muitas espécies de
insetos escolhem sitios de agregacdo, como as plantas hospedeiras, para cépula e

sitios de oviposicado (XUE et al., 2016).

COMUNICACAO QUIMICA EM INSETOS

A forma como se da a comunicagdo entre o0s insetos envolve muitas acoes,
ocorrendo em conjunto ou separadas, onde tanto o emissor quanto o receptor do(s)
sinal(is) precisa(m) reconhecé-lo(s) (THOMAZINI, 2009; WYATT, 2014; CHUNG,;
CARROLL, 2015). A comunicacdo entre esses individuos ocorre principalmente por
sinais quimicos de longa ou curta distancia atraves de quimiossensores distribuidos
no corpo (WYATT, 2014). O sistema quimiossensorial, que inclui antenas, cerdas,
pernas (tarsos) e aparelho bucal, é essencial para o recebimento dos sinais quimicos,
trabalhando juntamente com as informacdes provenientes dos demais 0Orgaos
sensoriais (RICKLEFS, 2010; WYATT, 2014; LEONHARDT et al.,, 2016). Isto é
possivel gracas a um conjunto de estruturas, células e proteinas do sistema nervoso
que atuam na interpretacdo dos diversos odores através da deteccdo olfativa ou
gustativa (ZIEGLER et al., 2013).

Nos besouros Scarabaeidae a deteccédo € realizada a partir de sensilas olfativas
presentes nas lamelas antenais (LEAL, 1998). Proteinas de ligagéo sao responsaveis
pela transferéncia das moléculas de odores até os receptores dos neurbnios
sensoriais olfativos, que traduzem o sinal em mudancas no potencial elétrico da
membrana do axdnio do neurdnio sensorial. A propagacao do sinal até o cérebro
ocorre por uma retransmissao da informacéo pelos interneurénios do lobo antenal
(SASCHSE; KRIEGER, 2011).
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A mensagem enviada de um individuo a outro ocorre através dos compostos
quimicos, que podem ser volateis e reconhecidos a longas distancias, ou nao-volateis
e necessitarem de maior aproximacao ou contato para que a comunicacdo ocorra
(LORENZO; MELO, 2012; LEONHARDT, 2016; PASK et al., 2017). Esses compostos
sdo biosintetizados e podem referir-se a uma simples eliminagéo de residuos, uma
forma de proteg&o contra inimigo ou funcionarem como feromdnios sexuais, como é o
papel dos hidrocarbonetos cuticulares em algumas espécies de insetos (STEIGER,;
SCHMITT; SCHAEFER, 2010; WYATT, 2014; XUE et al., 2016).

HIDROCARBONETOS CUTICULARES - DO QUE SE TRATAM?

As primeiras descricfes dos componentes presentes na cuticula dos insetos foram
realizadas por Wigglesworth, em 1933. Apenas em 1937, os hidrocarbonetos foram
sugeridos como componentes de cuticula, através de estudos desenvolvidos por
Blount e colaboradores. Nas décadas seguintes passaram a receber mais atencéo e,
em 1960, os primeiros hidrocarbonetos cuticulares (HCs) foram caracterizados
(BLOMQUIST; BAGNERES, 2010).

As primeiras analises quimicas foram realizadas na barata americana, Periplaneta
americana Linnaeus, 1758, com o desenvolvimento da cromatografia gasosa (CG),
qgue levaram a identificacdo de trés classes principais desses compostos: n-alcanos,
alcanos metil-ramificados e alcenos (BLOMQUIST; BAGNERES, 2010; FALCON et
al., 2014). Foi com o surgimento da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM), que os HCs puderam ser melhor investigados, revelando que os
compostos possuiam comprimento de cadeia variando entre 21-50 carbonos. Tal
complexidade € proporcional a variedade de formas que eles podem apresentar, bem
como suas inumeras funcdes na vida dos insetos, seja para comunicagao quimica,
alimentacao, comportamento e/ou reproducéo (SYMONDS; ELGAR, 2004; SPIEGEL
et al., 2016; OTTE; HILKER; GEISELHARDT, 2018).

Com biosintese realizada pelos oendcitos, células localizadas na membrana basal
(FAN et al.,, 2003), ao serem liberados na hemolinfa s&o transportados pela
lipoproteina lipoforina e entdo depositados na cuticula (HOWARD; BLOMQUIST,
2005). O surgimento da biologia molecular proporcionou um melhor entendimento da
biosintese dos HCs, mostrando ocorrer a partir do alongamento de lipidios Acil-CoA,
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que geram acidos graxos de cadeia longa. Este alongamento produz aldeidos, sendo
posteriormente convertidos em hidrocarbonetos devido a perda do grupo carboxila
(HOWARD; BLOMQUIST, 2005; BLOMQUIST, 2010). Por serem componentes
lipidicos hidrofobicos, proporcionam a melhor barreira contra perda excessiva de agua
do organismo, permitindo, contudo, permeabilidade seletiva ao vapor d’agua
(CHUNG; CARROLL, 2015).

Os HCs da categoria dos n-alcanos apresentam cadeia com comprimento entre
21-33 carbonos e sdo os mais comuns em cuticulas de insetos; os alcanos metil-
ramificados comumente ocorrem nas posicbes dois ou cinco, mas ainda é
desconhecida a sua funcdo (BLOMQUIST, 2010). Os hidrocarbonetos insaturados
(alcenos e alcadienos) sdo fundamentais na comunicacdo quimica, atuando como
feromoénios (WYATT, 2014; XUE et al., 2016).

A quantidade, qualidade e composicao relativa de HCs encontradas em insetos
apresentam variacdes ao longo da vida, sofrendo modifica¢cdes conforme a dieta, acao
hormonal, idade e status reprodutivo (HOWARD; BLOMQUIST, 2005; VALADARES;
NASCIMENTO; NASCIMENTO, 2015). Ainda, sdo componentes especificos de cada
espécie, a nivel de individuo, uma vez que machos e fémeas da mesma espécie
podem possuir perfis quali e/ou quantitativamente diferentes (BLOMQUIST;
BAGNERES, 2010; LANE et al., 2015, XUE et al., 2016; OTTE; HILKER;
GEISELHARDT, 2018).

HCs E SEU PAPEL NO COMPORTAMENTO SEXUAL

Os estudos com HCs dos insetos mostram sua utilidade ao longo da vida desses
organismos (GIBBS, 1998; ROUAULT et al., 2004). Eles participam da comunicacao
entre os insetos, servindo como sinal quimico de reconhecimento entre os individuos
(BLOMQUIST; BAGNERES, 2010; KAMYIA et al., 2015; SHIMOMURA et al., 2017).
Por se tratarem de compostos biosintetizados, sua composi¢céo pode ser considerada
como parte do gendtipo/fenotipo de um inseto, podendo ser utilizados em estudos
taxonémicos (WYATT., 2014; MENZEL; SCHIMITT; BLAIMER, 2017). Devido a sua
utilizacdo como marcadores em analises sistematicas e filogenéticas, os HCs vém

sendo aplicados na identificacdo de espécies irmas, além de investigacdes sobre
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mecanismos de especiagdo (FINK et al.,, 2016; XUE et al., 2016) e em estudos
biogeograficos (DAPPORTO; PALAGI; TURILLAZZI, 2004; VILLATA et al., 2018).

Os HCs funcionam como uma identidade que, a depender da espécie, pode
informar status social, reprodutivo, idade, etc. (HOWARD; BLOMQUIST, 2005;
BLOMQUIST; BAGNERES, 2010; WYATT, 2014; XUE et al., 2016; PASK et al, 2017).
Sinais feromonais sao partes fundamentais da biologia reprodutiva de diversas
espécies de insetos. A maioria deles ocorre de forma especifica, com a liberacéo
ocorrendo a partir de um sexo, para que 0 Sexo oposto as reconheca e identifique
(LANE et al., 2015; KEPPNER et al., 2017). Mas, para maior eficiéncia do sistema, é
necessaria uma estreita sensibilidade do receptor (BLOMQUIST; BAGNERES, 2010;
WYATT, 2014). HCs como feroménios sexuais vém sendo identificados em varias
ordens (BLOMQUIST; BAGNERES, 2010; KAMYIA et al., 2015; KEPPNER et al.,
2017; SANTOS, 2018). A volatilidade que os compostos apresentam, influenciam na
quimiorrecepcao pelos parceiros. Quanto maior a cadeia, mais pesada e menos volatil
essas moléculas serdo,funcionando entdo como feromdnios sexuais de contato
(WYATT, 2014; SPIEGEL et al., 2016; SILK et al., 2017). E a partir do reconhecimento
do feromonio sexual, que o comportamento sexual tende a iniciar (GEISELHARDT;
OTTE; HILKER, 2009).

Insetos atraidos por feromdnios de agregacdo ou semioquimicos da planta,
reconhecem seus pares ou migrantes através dos HCs que funcionam como
ferombnio de contato, garantindo que o investimento reprodutivo se dara com
individuos coespecificos (SMADJA; BUTLIN, 2009; CHUNG; CARROLL, 2015).
Experimentos de laboratério com espécies da ordem Coleoptera mostraram que a
auséncia ou troca de HCs entre espécies irmas ou de mesmo género houve alteracdes

na deciséo de investida sexual por parte dos machos (KEPPNER et al, 2017).

RECONHECIMENTO SEXUAL PARA COLEOPTEROS ASSOCIADOS A PLANTAS

Os estudos sobre interacdes inseto-planta apontam como estas ocorrem com 0s
mais variados grupos de insetos, sejam eles herbivoros, parasitoides ou predadores,
bem como o comportamento resposta destes aos compostos organicos volateis
(COVs) emitidos pelas plantas (SEYMOUR; WHITE; GIBERNAU, 2009; BOACHON

et al., 2015). Esses compostos séo resultados da reducdo no processo de digestao
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vegetal, sdo biossintetizados pelas plantas e possuem natureza multifuncional, uma
vez que possibilitam a atracdo ou repeléncia de organismos (PIKERSKY;
GERSHENZON, 2002).

As plantas exalam os COVs devido a elevada presséo de vapor, transformando-
0S em estado gasoso, podendo ser liberado em diferentes partes da planta e atuar
como protetor (KNUDSEN et al., 2006; ERB, 2018) ou funcionar como atrativo para
polinizadores, quando liberados pelas partes florais (CAVALCANTE et al., 2009; MAIA
et al., 2010; 2012). Os COVs podem ser comuns a polinizadores de varias espécies
pertencentes ao mesmo género ou ter acdo espécie-especifico (TURLING; ERB,
2018).

Muitas espécies de coledpteros sdo atraidas por COVs, liberados
estratégicamente pelas plantas no horario de voo dos besouros, podendo ocorrer a
partir da especificidade do composto, do perfume floral ou da espécie hospedeira
(MAIA et al., 2010; PEREIRA et al., 2014; HOE et al., 2016). As plantas tendem a
liberar tais compostos com a finalidade de atrair insetos antéfilos que atuem na sua
reproducdo, assegurando seu sucesso reprodutivo (ENDRODI, 1985). Esses
compostos possibilitam o encontro entre 0s sexos para aquelas espécies cuja relacao
polinizador-planta € estreita, tornando-se o local ideal para cOpula, abrigo e
alimentacao (MAIA et al., 2010, 2012).

Em espécies de besouros que compartilham plantas hospedeiras, os HCs podem
ser utilizados para garantir maior seguranca no reconhecimento do parceiro sexual,
funcionando como feromoénios de contato (GEISELHARDT; OTTE; HILKER, 2009;
LANE et al., 2015). Sua acao pode ser unica no reconhecimento sexual (SHIMOMURA
et al., 2010; XUE et al., 2016; KEPPNER et al., 2017), em conjunto com o dimorfismo
sexual (RODRIGUES; GOMES; BENTO, 2014) ou com o0 comportamento
desempenhado pelo parceiro (BARBOSA; RODRIGUES, 2016).

Ginzel & Hanks (2005), ao trabalharem com a familia Cerambycidae e estudarem
seus mecanismos de agregacao nas plantas hospedeiras, bem como a localizag&o do
parceiro sexual entre eles na agregacao, apontaram que o encontro dos sexos, para
esses besouros ocorre em trés passos: (1) atracdo pelos COVs, (2) um dos sexos
atrai o outro com feromonios de agregacao a curta distancia e (3) machos reconhecem
as fémeas através dos feroménios de contato, os HCs, por passagem das antenas no
élitro delas. Tal sistema pode ser observado também em representantes da familia
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Melolonthidae, uma vez que costumam de agregar em grande numero nas plantas
hospedeiras (SOUZA, 2013; MAIA et al., 2018).

MELOLONTHIDAE: CYCLOCEPHALINI

A familia Melolonthidae é constituida por besouros popularmente conhecidos
como escaravelhos e besouros de chifre, além de algumas espécies serem
popularmente nomeadas de “cords” durante a fase larval (CHERMAN; MORON,
2014). Estes ultimos sado relatados em estudos agricolas devido as consequéncias
trazidas para alguns cultivos em diversas regides do Brasil (OLIVEIRA; MORON;
FRIZZAS, 2008; RODRIGUES et al., 2011; LUCARDO; OLIVEIRA; FRIZZAS, 2014;
SOUZA et al.,, 2014, 2015). Ja na fase adulta, algumas espécies contribuem na
polinizagdo de varias angiospermas (MAIA et al., 2010; 2012; MOORE; JAMESON,
2013).

A subfamilia Dynastinae agrupa besouros que na fase adulta possuem habitos
crepusculares ou noturnos e sdo antéfilos, na sua maioria (ENDRODI, 1985;
GOTTSBERGER, 1990). Entre as tribos da subfamilia, destaca-se Cyclocephalini,
com ocorréncias registradas na América, Africa e Sudeste Asiatico (RATCLIFFE;
CAVE; CANO, 2013). Sao besouros polinizadores/visitantes florais especializados,
atraidos por COV especificos de algumas angiospermas (GOTTSBERGER,;
SILBERBAUER-GOTTSBERGER, 1991; HOE et al., 2016). Para diversas espécies
de besouros Cyclocephalini, COVs florais atrativos desempenham importante papel
na biologia reprodutiva, uma vez que asseguram a agregacdo de machos e fémeas
na(s) inflorescéncia(s) (SEYMOUR; WHITE; GIBERNAU, 2009; MAIA et al, 2010;
MAIA et al., 2018). Uma vez que machos e fémeas se encontram nas influorescéncias,
0 segundo momento corresponde ao reconhecimento do parceiro, sendo este quimico
e comumente realizado através de feromonios de curta distancia, em sua maioria
emitidos pela fémea (VUTS et al., 2014; BARBOSA; RODRIGUES, 2016; SANTOS,
2018).
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Cyclocephala distincta BURMEISTER, 1847

O género Cyclocephala € o mais diverso entre os Cyclocephalini, esses besouros
antofilos atuam no sucesso reprodutivo de suas plantas hospedeiras (DIERINGER et
al., 1998; MAIA et al., 2010, 2012). Estas apresentam flores claras ou brancas,
exalando aromas intensos perceptiveis inclusive pelo olfato humano, atraindo
besouros de ambos os sexos (BERNHARDT, 2000; HOE et al., 2016).

Assim como os demais integrantes da subfamilia Dynastinae, os besouros
Cyclocephala podem ser pragas agricolas durante sua fase larval (OLIVEIRA; AVILA,
2011; DUCHINI et al., 2017), com distribuicAo Neotropical e abundancia em toda
Ameérica do Sul (ENDRODI, 1985; RATCLIFFE; CAVE, 2006; SCHOOLMEESTERS,
2018). O género ja foi registrado em diversos estados brasileiros, como: Mato Grosso
do Sul (RODRIGUES et al., 2011; OLIVEIRA; AVILA, 2011), Santa Catarina (DUCHINI
et al., 2017), Goias (CAVALCANTE et al., 2009) e também em Pernambuco, como
visitantes florais nos resquicio de Mata Atlantica do estado, onde foi encontrado em
palmeiras (Aracaceae) e outras inflorescéncias de Aracea (MAIA et al., 2010, 2012;
ALBUQUERQUE et al., 2016).

Nos registros em Pernambuco, a espécie Cyclocephala distincta, teve a biologia e
comportamento reprodutivo ja descritos (SOUZA, 2013; SOUZA et al.,, 2015),
apresentando desenvolvimento holometabolo e dimorfismo sexual marcado pela
presenca de garras tarsais no primeiro par de pernas dos machos. O etograma
reprodutivo da espécie possui 0s atos descritos para as fases de pré-cépula, copula e
pos-copula, para ambos os sexos. Souza (2013) supde que o reconhecimento
intraespecifico seja quimico e posteriormente fisico, onde os comportamentos ‘alisar
e ‘subir’ sugerem que o macho precisa ter um reconhecimento tactil para identificar a

fémea.

Nesta dissertacdo, testamos a hipétese de que a presenca destes HCs fornece a
informacéo decisiva que levam o macho a reconhecer o outro individuo como uma
fémea coespecifica, funcionando assim como um feroménio de contato. Assim, C.
distincta € uma espécie que apresenta grande potencial como modelo biolégico
adequado para o estudo, pois sédo facilmente encontrados associados a palmeiras,

nos fragmentos da Floresta Atlantica de Pernambuco.
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3 METODO
3.1 COLETA DOS INDIVIDUOS

A coleta dos besouros foi realizada na Usina Sao José, em lIgarassu/PE,
configurada como uma reserva particular de Floresta Atlantica de Pernambuco, Brasil.
Para atrair os individuos da espécie foco, foi utilizado armadilha odorifera iscada
contendo mistura que remete ao odor liberado pela planta hospedeira pela qual a
espécie possui atracdo. A liberacdo do odor foi feita com dispersor piezoeletronico
conforme metodologia utilizada por Maia et al. (2018). Adicionalmente foi utilizado uma
armadilha luminosa (MAIA et al., 2010) para atracao de besouro de espécies distintas.

Os exemplares foram coletados manualmente e acondicionados em recipientes
plasticos, que continham terra vegetal escura (All Garden LTDA) e levados para o
laboratério, onde passavam por um periodo de 48h de aclimatacdo. Apos o prazo de
aclimatacdo, machos eram individualizados e fémeas permaneciam em gaiolas

juntamente com outras fémeas.

3.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS E ANALISE

A extracao cuticular, bem como a analise dos extratos obtidos foram desenvolvidas
no Laboratério de Ecologia Quimica, no departamento de Quimica Fundamental da
UFPE. Para esta etapa, machos e fémeas foram temporariamente acondicionados em
recipientes contendo areia fina lavada, com o objetivo de remover impurezas
superficiais presentes na superficie de seus élitros. Em seguida foram individualizados
em frascos de vidro (10ml), previamente lavados e autoclavados, para serem
eutanasiados através do congelamento a -52C. Permaneceram no freezer até o

momento da extracao.

Para extracdo, foi utilizado solvente n-hexano bidestilado, onde os besouros
previamente agrupados em pequenos grupos com 10 individuos cada, foram imersos
e agitados por um periodo de dois minutos. Apds este prazo, os besouros foram
retirados e secos por descanso em papel toalha. A solucdo obtida foi transferida para
um vial (1,5ml) e concentrada sob fluxo laminar de nitrogénio para obtencao do volume
final de 200 ul. Foram utilizadas cinco amostras de fémeas e trés de machos de C.
distincta, além de duas amostras de fémeas de C. paraguayensis Arrow, 1913 — para

esta ultima espécie utilizou-se um volume de 5 ml de hexano para imersdo — para
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analise em CG-EM. Extratos extras obtidos foram utilizados nos experimentos que

comporam o bioensaio dois.

Os vials foram analisados em cromatégrafo gasoso acoplado a um espectrémetro
de massas com analisador do tipo quadruplo Agilent 5975C Series (Agilent
Technologies, Palo alto, USA), equipado com coluna apolar HP-5 (Agilent J&W, 60 m
x 0.25 mm didmetro interno; espessura do filme 0.25 pm). As amostras foram
analisadas sob as seguintes condi¢des: temperatura inicial de 60°C (mantida por 1
min), rampa de aquecimento de 15°C/min e temperatura final de 260°C, que foi
mantida por 20 minutos. O gas de arraste utilizado foi o hélio, a fluxo constante de
1mL por minuto e a temperatura do injetor foi mantida a 250°C. Os compostos eluidos
da coluna cromatografica foram ionizados por impacto de elétrons a 70 eV. A fonte de
ionizacao foi mantida & 230° C e o quadrupolo a 150°C. Os espectros de massa foram
obtidos no modo scan com velocidade de 0,5 scan por segundo, com faixa de

varredura de m/z de 35 a 550.

Uma aliquota de 1 ul de cada extrato foi injetada em modo splitless. Os compostos
foram identificados por meio da andlise dos espectros de massa de cada pico
cromatografico, comparacéo com padrdes auténticos e calculo de indices de retencao.
Foram calculados os indices de retencdo linear dos componentes dos extratos
cuticulares utilizando-se os tempos de retencdo de cada composto e os tempos de
retencdo de alcanos (C9 a C34) analisados sob as mesmas condi¢des. Os valores
calculados foram comparados com os indices de retencao publicados na literatura
(ADAMS, 2007; NIST WEBBOOK, 2014).

3.3 BIOENSAIOS COMPORTAMENTAIS

Experimentos comportamentais foram desenvolvidos no Laboratorio de
Entomologia Aplicada da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob
condicbes de temperatura e fotofase controladas. As observagdes ocorreram em
horéario natural de atividade do inseto, entre 18h — 23h (ALBUQUERQUE et al., 2016),
seguindo o método de Animal Focal descrita por Altmann (1974). Os experimentos
desenvolvidos, foram agrupados em dois grupos distintos, Bioensaio 1 e Bioensaio 2,
que correspondem aos artigos resultantes desta dissertacdo (ver sessédo de
resultados).
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Os comportamentos considerados foram: (1) monta, (2) eversao de edeago e (3)
copula (adaptado de SOUZA, 2013). Cada observacdo durou um periodo de 20
minutos, caso a copula ocorresse antes deste tempo a observagao se encerrava com
a realizacao desta. Observacdes prévias de 25 casais possibilitaram a elaboracdo de
um etograma simplificado da espécie (Tabela 1), sendo esses utilizados como
referéncia para elaboracdo de uma prancha esquemética com a sequéncia
comportamental da espécie (Figura 1). Todos os experimentos foram realizados em

placas de Petri (60x15mm).



26

Tabela 1. Etograma simplificado de repertério de cépula de Cyclocephala distincta Burmeister 1847,
com base nos atos comportamentais descritos por Souza (2013), apds observacdes experimentais

realizadas em laboratério.

ATO COMPORTAMENTAL
ENCOSTAR*

SUBIR*
MONTAR

ARRASTAR*

EVERSAO
RESVALAR*

COPULA**

RETIRAR*

RETRAIR*

GUARDA

DEIXAR

DESCRICAO DO ATO
Aproxima as antenas a regido da cabeca e/ou lateral
do élitro.
Sobe no dorso do outro individuo.
Macho segura-se ao élitro do outro individuo com as
garras das pernas protoracicas.
Individuo caminha com o macho sobre seu corpo, em
monta.
Macho exibe o edeago.
Com o edeago evertido, macho inclina o abdémen
em direcao ao pigidio do outro individuo.
Macho insere edeago na abertura do pigidio do outro
individuo, movimentando o abdbémen repetidas
vezes, de forma que o edeago entra e sai
parcialmente da abertura do pigidio do outro.
Macho remove o edeago do pigidio do outro
individuo.
Macho recolhe o edeago dentro da sua cavidade
abdominal.
Macho permanece em monta, com edeago recolhido
por alguns minutos.
Macho sai do dorso do outro individuo, se afastando

continuamente deste.

A escala de tons de cinza segue as etapas do acasalamento: pré-cOpula, cépula e pds-copula,
respectivamente. *atos que mantiveram o mesmo nome dado por Souza (2013). **ato com mesmo
nome dado por Souza (2013), mas que sofreu modifica¢cdes na descrigao.
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Figura 1. Sequéncia de acasalamento de Cyclocephala distincta (n = 25 pares). a um macho
se aproxima de uma fémea e esfrega as antenas no élitro dela; b macho sobe na fémea; c
macho monta a fémea; d macho everte edeago; e macho inclina abddémem em direcdo ao
pigidio da fémea; f cépula; g macho retira o edeago da fémea e o retrai junto ao seu corpo; h
desmonta e separagédo dos individuos. Esquema comportamental adaptado do etograma de
Souza (2013). Na ilustracdo, os machos sdo aqueles que possuem maculas nos élitros.
llustracéo realizada por Maria Luiza Ferraz (IC — LEA/UFPE).
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3.3.1 Bioensaio 1
Para as observacfes dos experimentos aqui reunidos, foi contabilizado o
namero de montas, eversdes de edeago e copulas realizadas, bem como o tempo que
0S machos levam para realizar a primeira monta. Os experimentos aqui agrupados
tiveram o objetivo de avaliar o comportamento sexual desenvolvido pelos machos em

diferentes situacfes propostas:

(1) razdo 1:1: machos pareados com outro macho e outra fémea, em momentos

distintos (N=25 para cada).

(2) razdo 2:1; machos pareados com dois machos, duas fémeas, um macho e uma

fémea, constituindo trés experimentos (N=25).

(3) heteroespecificos; machos tiveram como oferta individuos de uma espécie
congenérica (C. paraguayensis, N=40) e uma espécie distinta (Anomala undulata,
Melsheimei, 1845, N=28).

(4) coespecificos vivos e mortos: os machos tiveram como oferta um macho morto,
uma fémea morta e, num terceiro momento, uma fémea viva juntamente com uma
fémea morta (N=50). Os individuos mortos foram obtidos do freezer, proveniente de

coletas anteriores.

3.3.2 Bioensaio 2
Para essas observacfes foram considerados o niumero de investidas (monta

com eversao de edeago) realizadas pelos machos. Experimento prévio para avaliacdo
do procedimento metodoldgico escolhido foi utilizado, testou-se se a retirada e
reintroducdo dos HCs afetaria 0 comportamento resposta do macho. Entéo eles foram
pareados, em momentos diferentes, com fémeas mortas com seus HCs intactos e
com fémeas mortas que tiveram seus HCs removidos e reintroduzidos. Resultados
apontaram né&o haver diferencga entre elas para o macho (X2 =2,5,gl=1, p =0,1138,
n=50), tornando o procedimento seguro para 0s experimentos seguintes. Cada

experimento constou de 50 repeticoes:

(1) verificar o numero de investidas do macho em cada um dos sexos que tiveram o0s
HCs removidos. Machos foram pareados com machos e fémeas inertes sem HCs,

separadamente, resultando em dois bioensaios.
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(2) verificar a reacado do macho a inverséo dos extratos cuticulares entre os sexos de
individuos coespecificos. Foi ofertado ao macho uma fémea com HCs de macho e um

macho com HCs de fémea, constituindo dois bioensaios.

(3) analise da atratividade sexual de fémeas congenéricas mortas. Machos foram
entam pareados com fémeas de C. paraguayensis mortas, primeiramente, com 0s

HCs intactos e, posteriormente, sem os HCs. Bioensaios realizados separadamente.

(4) andlise do reconhecimento dos HCs de fémeas coespecificas. Para tal, foi utilizado
o corpo de fémeas de C. paraguayensis como modelo para adi¢cao do extrato cuticular
da fémea coespecifica. Assim, fémeas C. paraguayensis com cuticula lavada,
receberam em seu élitro a aliquota de 2,5 pL do extrato cuticular de fémeas de C.

distincta e foram oferecidas ao macho.

3.3.3 Analise de dados
Dados do bioensaio 1 foram analisados para normalidade com teste Shapiro-

Wilks, aqueles que ndo apresentaram tal normalidade foram analisados com teste de
Modelos Lineares Generalizados (GLM) com erro Poisson ou Quase Poisson.

Dados do bioensaio 2 foram analizados com teste qui-quadrado (X2-test) entre
si e com o controle (fémeas mortas intactas). Para ambas analises utilizou-se o

programa estatistico R (verséo 2.1.4), com indice de significancia p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 ARTIGO 1 - MACHOS DE Cyclocephala distincta (MELOLONTHIDAE,
CYCLOCEPHALINI) POSSUEM FRACA CAPACIDADE DE DISCRIMINACAO
SEXUAL

RESUMO

A maioria das espécies neotropicais de besouros da tribo Cyclocephalini sdo antofilas,
dependendo das flores de seus hospedeiros para alimentacdo e abrigo, bem como
sitios de acasalamento. Embora o papel dos compostos organicos volateis florais
como atrativos de longo alcance para esses besouros tenha recebido a devida
atencao nos ultimos anos, os mecanismos que mediam a discriminacdo de parceiros
em agregacoes naturais de co- e heteroespecificos ainda ndo estdo claros. Em uma
série de diferentes testes pareados e de mudltipla escolha, registramos o
comportamento sexual de machos de Cyclocephala distincta para verificar se eles
favorecem fémeas coespecificas sobre machos e sobre fémeas heteroespecificas. A
influéncia da movimentacdo também foi avaliada em bioensaios com individuos
inertes, mortos por congelamento. Machos de C. distincta realizaram montas, o passo
inicial do comportamento de acasalamento da espécie, com individuos coespecificos
de ambos os sexos indiscriminadamente. O investimento efetivo na copula, no
entanto, foi muito mais frequente nos pareamentos com o sexo oposto. Montas foram
registradas em todas as repeticdbes de pareamento heteroespecifico envolvendo
fémeas de Cyclocephala paraguayensis, e em 78% das repeticdes com fémeas de
Anomala undulata. Cépula seguiu-se a monta em 15% e 42% dos casos nessas
espécies, respectivamente. Fémeas vivas foram favorecidas em relagdo as fémeas
inertes em todas as etapas do comportamento de acasalamento. O tempo decorrido
para que a primeira monta ocorresse foi significativamente maior em pareamentos
com individuos inertes (machos ou fémeas). No geral, nossos resultados mostram
uma fraca capacidade de discriminacéo sexual por machos C. distincta, sugerindo que
esta espécie deve depender da associacdo altamente especifica com sua planta

hospedeira para favorecer o encontro com o0 sexo oposto.

Palavras chave: Comportamento sexual. Cyclocephalini. Reconhecimento.
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ABSTRACT

The majority of Neotropical species of cyclocephaline scarabs are anthophilous,
relying on flowers of their preferred hosts for food and shelter, as well as mating sites.
Although the role of floral volatile organic compounds as long-range attractants for
these beetles has received due attention in recent years, the mechanisms that mediate
close-range mate discrimination in natural aggregations of con- and heterospecifics
are still unclear. In a series of different paired and multiple-choice tests, we recorded
the mating-oriented behavior of male Cyclocephala distincta to verify whether they
favor conspecific females over males, and over heterospecific females of similar size.
The influence of movement was also assessed in bioassays with inert freeze-killed
individuals. Male C. distincta attempted mounting, the initial step of mating behavior,
with conspecifics of either sex indiscriminately. Effective copulation investment,
nonetheless, was far more frequent in opposite sex pairings. Mountings were recorded
in all replicates of heterospecific pairings with female Cyclocephala paraguayensis,
and in 78% of replicates with female Anomala undulata. Copulation followed mounting
in 15% and 42% of the cases, respectively. Live females were favored over inert
freeze-killed females for all steps of mating behavior. The time elapsed for the first
mounting to occur was significantly lengthier in parings with inert conspecifics. Overall,
our results depict poor mate discrimination ability by male C. distincta, suggesting that
the species might rely on highly specific host plant associations to maximize

conspecific encounters.

Key words: Sex behaviour. Cyclocephala. Recognition.

4.1.1 INTRODUCAO

Entre espécies em que a coOpula ocorre em grandes agregacdes o
reconhecimento intraespecifico tactil parece légico para evitar coépulas
desnecessarias e desperdicio energético. Um exemplo tipico ocorre na espécie
Dendroctonus brevicomis LeConte, (Curculionidae) um tipo de besouro de casca que
infestam as coniferas Pinus ponderosa, ocorrendo no oeste dos EUA, Canada e
México (KELSEY; JOSEPH, 2003). A agregacao é intensificada nos eventos de
gueimadas que ocorrem ao longo do ano, a partir dos semioquimicos liberados pela

planta nesse momento, atraindo os besouros e possibilitando o encontro dos
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parceiros, a ocorréncia de coOpulas e a utilizacdo dos troncos para oviposicao,
(MCCULLOUGH et al., 1998). As fémeas sdo atraidas pelos terpenos liberados pela
planta, alimentam-se e exalam feroménios sexuais para atrairem machos. Juntos,
machos e fémeas liberam feromoénios de agregacao para ambos 0s sexos e também

controlam a densidade populacional presente na arvore (RENWICK; VITE, 1970).

A tribo Cyclocephalini (Melolonthidae: Dynastinae) € um dos mais diversos
grupos de coledpteros antdfilos na regido neotropical com habitos crepusculares e
noturnos (GOTTSBERGER; SILBERBAUER-GOTTSBERGER, 1991), sendo atraidos
por volateis florais de suas plantas hospedeiras (MAIA et al, 2010, 2012; PEREIRA et
al 2014; HOE et al, 2016), promovendo a agregacdo de machos e fémeas na mesma
inflorescéncia (MAIA et al.,, 2018). O alto nivel de especificidade na atracdo de
algumas espécies na relacao inseto-planta hospedeira, como parece ocorrer com 0s
Cyclocephalini, pode levar a perda da capacidade de produzirem feromonios de longa

distancia (GIBERNAU et al, 1999), embora seja uma hip6tese nunca testada.

Pouco se sabe como machos e fémeas se identificam dentro de um ambiente
em que ambos ocorrem em grande quantidade dentro de um espaco limitado, na
auséncia de um dimorfismo sexual evidente, se mostrando apenas na presenca de
tarsos mais dilatados como nos machos Cyclocephalini (SOUZA, 2013).
Possivelmente ocorre um sistema eficiente de reconhecimento sexual dentro da
inflorescéncia, de forma a evitar 0 gasto excessivo de energia em busca do parceiro
sexual, uma vez que podem ocorrer mais de uma espécie congenérica na mesma

unidade floral, como ja observado por Maia (2011).

Na maioria dos insetos a escolha do parceiro sexual é realizada pela fémea,
gue recebe a corte dos machos e decide qual deles tem melhor fitness (MILINSKI
2001; ALCOCK, 2011). O ato de passar as antenas no parceiro € muito frequente
entre machos e fémeas nos variados grupos de insetos (RUP, 1986; GROOT et al ,
1998; NUKMAL et al, 2017). Outros comportamentos comuns aos insetos, que
precede a cOpula, é a monta, porgue € nesta etapa que o macho efetivamente investe
seus esforcos na copula (WALGENBACH; BURKHOLDER, 1987; OMKAR;
SRIVASTAVA, 2002; SANTOS et al, 2017).

Cyclocephala distincta Burmeister, 1847 é encontrada em Pernambuco — Brasil

visitando palmeiras e outras plantas da familia das Arecaceae (ENDRODI, 1985; MAIA
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et al., 2018). Sua biologia e comportamento reprodutivo foram estudados por Souza
(2013, et al.,2014), e mostrou que machos séo o0s responsaveis pela iniciativa da corte
a fémea. Para algumas espécies deste género o reconhecimento dos parceiros pode
se dar por ambos os sexos (DIERINGER et al, 1998; BARBOSA; RODRIGUES, 2016;

SANTOS, 2018), mas a maneira pela qual ocorre ainda € obscura.

Baseado no fato de que os individuos de C. distincta sdo atraidos a longa
distancia para as inflorescéncias da planta hospedeira onde também é utilizada para
a cOpula, num agregado composto por adultos morfologicamente parecidos, vamos
testar a hipotese de que ocorre reconhecimento sexual tatil entre os individuos de C.
distincta. Foram desenvolvidos experimentos para testar a atratividade sexual de
individuos em diferentes razdes sexuais e heterospecificos. Também verificou-se a
capacidade de discernimento entre individuos coespecificos vivos ou mortos,, bem

como sua atratividade sexual para os machos.

4.1.2 MATERIAIS E METODOS
4.1.2.1 Coleta e manutencéo dos besouros

A coleta dos insetos foi realizada nos meses de dezembro/2016, marco e
abril/2017 na Usina Séo Joseé, localizada no municipio de lgarassu/PE (7°40'21,25"-
7°55'50,92"S e 34°54'14,25"-35°05'21,08"W), uma reserva particular de Floresta
Atlantica localizada em Pernambuco, Brasil. Exemplares de Cyclocephala distincta
foram atraidos por armadilha odorifera iscada com uma mistura 1:1 de 2-isopropil-3-
metoxipirazina e 2-sec-butil-3-metoxipirazina (Sigma-Aldrich, pureza = 99%), liberada
atraves de um dispersor piezoeletrénico (250 pL de cada composto diluidos em 250
mL de solugdo 1:50 de etanol em agua deionizada) (MAIA et al. 2018). Juntamente,
foi colocada uma armadilha luminosa (MAIA et al. 2010), afim de atrair besouros de
outras espécies. Todos o0s insetos atraidos pelas armadilhas foram coletados
manualmente e acondicionados em recipientes plasticos de 250 cm3 contendo terra
vegetal da marca All Garden. Apos periodo de aclimatacao (48h), os besouros foram
individualizados até a realizacdo das observacdes, que ocorreram entre 24-48h apds
individualizagdo. Os experimentos foram desenvolvido no Laboratério de Entomologia
Aplicada da Universidade Federal de Pernambuco, sob condi¢cbes controladas de

temperatura, entre 25+2°C e fotofase de 12h. Todas as observacfes ocorreram entre
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as 18h — 23h (ALBUQUERQUE et al., 2016). A manutenc¢do das gailas e alimentacdo
dos individuos seguiu metodologia utilizada por Souza et al., 2015.

4.1.2.2 Observacdes e experimentos desenvolvidos

As observacbes foram realizadas considerando-se 0S  seguintes
comportamentos: 1) monta (macho sobe no outro individuo, segura-se ao seu élitro
pelas garras tarsais do primeiro par de pernas e permanece fixado por um periodo
superior a dez segundos), 2) eversao (macho everte e retrai edeago) e 3) copula
(macho introduz seu edeago na abertura do pigidio da fémea, movimenta dorso-
ventralmente a cabeca repetidas vezes, simultaneamente com contracdo do
abdémem). Essa sequéncia foi baseada em observacdes anteriores descritas para C.
distincta (SOUZA, 2013) (Figura 1, Tabela 1). As observacdes foram feitas através do
método Animal Focal (ALTMANN, 1974), por um periodo maximo de 20 minutos, em
casos onde a copula ocorreu antes deste tempo as observacdes encerraram-se com

a realizacao da coépula.

Os registros foram feitos quanto ao numero de montas realizadas pelos machos
em cada repeticdo, o tempo levado para realizar a primeira monta e o numero de
eversOes de edeago. Foi considerado como escolha do parceiro sexual e investida
efetiva para copula o ato de eversao do edeago desempenhado pelos machos, uma
vez que este ato antecede a insercdo do edeago, quando a copula é iniciada.

Todos os tratamentos foram realizados em placa de petri (60x15mm).
Repeticbes em que ndao houveram o comportamento foco (descritos acima) foram
descartadas da andlise. Cada placa de petri consistiu de uma repeticdo (um macho
focal e um individuo ofertado), onde nos experimentos 1 a 3 os tratamentos constaram
de 25 repeticbes, enquanto que o experimento 4 constou de 50 repeticbes, com

individuos diferentes para cada uma.
4.1.2.2.1 Experimento 1 (Razéo 1:1)

Os machos foram testados separadamente quanto a atratividade sexual que
ambos 0s sexos possuem. No primeiro tratamento, machos foram pareados com

machos. No segundo tratamento, machos foram pareados com fémeas.

4.1.2.2.2 Experimento 2 (Razao 2:1)
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Este ecperimento constou de trés tratamentos, onde o macho focal foi pareado
com 1) duas fémeas, 2) dois machos e 3) um macho e uma fémea. No tratamento com
mais de um macho, para o reconhecimento individual dos besouros, cada um teve o
élitro marcado com tinta inerte, da marca Acrilex, nas cores verde e branca. Menos de
1% da superficie total do corpo foi pintado. Um experimento preliminar mostrou que a
coloracgdo inserida no élitro ndo influencia na preferéncia sexual do macho quando
pareado com fémeas pintadas e nao pintadas (X2 = 2,2857, df = 1, p-value = 0,1306,
n=25).

4.1.2.2.3 Experimento 3 (Heteroespecificos)

Foram elaborados experimentos envolvendo espécies morfologicamente
parecidas, usando testes sem opc¢ao de escolha. O macho focal foi pareado com 1)
fémeas de Cyclocephala paraguayensis Arrow, 1913, que possuem o dobro do
tamanho de C. distincta e 2) com individuos da espécie Anomala undulata
Melsheimei, 1845, com tamanho aproximado. Nao foi possivel identificar o sexo de A.
undulata. Foram realizadas 20 repeticbes com C. paraguayensis e 14 repeticdes com

A. undulata.
4.1.2.2.4 Experimento 4 (Coespecificos vivos e mortos)

Machos focais foram colocados em trés situacdes distintas: 1) uma fémea morta;
2) um macho morto e 3) uma fémea viva e uma fémea morta. Individuos mortos foram
provenientes de coletas anteriormente realizadas, onde se escolheu aleatoriamente
um grupo de machos e fémeas para serem mortos por congelamento. Eles
permaneceram congelados, entre 3-4 dias, até realizacdo das observacdes. Para que
a temperatura nao interferisse na escolha do macho, os individuos utilizados eram
retirados do congelador 30 minutos antes de iniciar as observacdes. Cada tratamento

contou com 50 repeticdes.
4.1.2.3 Analise dos dados

Todos os dados foram analisados para normalidade com o teste Shapiro-Wilks.
Por ndo terem distribuicdo normal, foram analisados como dados ndo paramétricos,
com o teste de Modelos Lineares Generalizados (GLM) com erro Poisson ou Erro

Quase Poisson para aqueles que apresentaram sobredispercdo de dados. Foi
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utilizado o programa estatistico R (verséo 2.1.4). Foi considerado significante quando
p < 0.05.

4.1.3 RESULTADOS

Ao se aproximarem do outro individuo, seja macho ou fémea, os machos de C.
distincta passaram as antenas no éliltro do outro, buscando a regido distal do élitro.
Este comportamento pode ser seguido do ato de caminhar sobre o outro, para s6 em
seguida realizar a monta. Mas pode ocorrer de forma réapida, ndo seguindo esta
sequéncia na maioria das vezes, onde ele apenas monta o primeiro individuo que

encontra (ver Figura 1,Tabela 1 em métodos).
4.1.3.1 Experimento 1 (Raz&o 1:1)

Estando com uma fémea, a média foi de Unica monta até a cépula. O tempo
gasto para realizacdo da primeira monta teve média de 125,6 + 32,30 segundos. Em
apenas duas ocasides houve eversdo de edéago no tratamento macho x macho.
Embora a investida efetiva para realizar cépula tenha ocorrido nesses dois casos, 0
tempo limite de observacéo foi encerrado sem que uma coépula fosse registrada. Os
machos exibiram comportamento de “fuga” ao serem montados pelo macho focal,

agitando o terceiro par de pernas, afastando-se rapidamente do outro macho.

Este comportamento de “fuga” também é exibido pelas fémeas que nao
mostram-se receptivas para a copula, porém nao o desenvolvem na mesma agilidade
gue os machos que recebem a monta, levando-a a “aceitar” a cépula conforme a

insisténcia do macho.
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Ao comparar os os tratamentos deste experimento, ndo houve diferenca
significativa para machos ou fémeas no que diz respeito ao nimero de montas (GLM
com error Poisson, X2 =-0.1719, gl =1, p = 0.47383) e ao tempo para realizacédo da
primeira monta (GLM com error Poisson, X2 =1035,1, gl =1, p = 0,06498) (Figura 1).
Porém quando comparados a quantidade de eversbes de edeago que ocorreram para
tratamento, houve um numero maior para as fémeas, sendo significativamente
diferente dos machos (X? = -3.1570, gl = 1, p < 0,01) (Figura 1).
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Figura 1. Comparacéo entre os tratamentos Macho x Fémea e Macho x Macho, com raz&o 1:1,
guanto ao tempo para realizacéo da primeira monta (a) e nUmero de montas e eversao de edeago

realizadas (b) pelos machos de Cyclocephala distincta. Letras iguais indicam resultados sem
diferenca significativa. O intervalo dos gréficos indica o erro padréo.

4.1.3.2 Experimentos 2 (Razéo 2:1)

No tratamento macho x fémea x fémea, ndo houve preferéncia por nenhuma
delas, quanto ao numero de montas realizadas (GLM com error Quasipoisson: X2 =
2,2857, gl =1, p = 0,1306) (Figura 2). Toda monta foi seguida por copula. O tempo

médio para realizacdo da primeira monta foi de 65,4 + 7,29 segundos.

No tratamento macho x macho x macho, o numero de montas entre si ndo
apresentou diferenca significativa (GLM com error Quasipoisson: X2 =0,81,gl=1, p
= 0,75). O tempo para realizagdo da primeira monta foi de aproximadamente quatro
minutos. Nao houve copula registrada para nenhuma repeticdo no tempo limite das

observacdes. Houve investida efetiva com evercao de edéago em nove repeticdes.

Para comparar os dois tratamentos e verificar se existe uma possibilidade maior
de machos montar as fémeas em termos de quantidade, os dados de apenas um dos
machos do segundo tratamento foi escolhido, aleatoriamente, uma vez que néo houve

diferenca significativa entre eles quanto ao nimero de montas realizadas.
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O numero de montas realizadas pelo macho com os outros machos néo
apresentou diferencga significativa comparado com o ndmero de montas realizadas
guando duas fémeas estavam disponiveis (X2 = 0,5108, gl = 1, p = 0,091554) (Figura
2). O tempo da primeira monta apresentou diferencas significativas, onde a monta
levou mais tempo para ser realizada no tratamento envolvendo trés machos (X? =
288,43, gl = 1, p = 0,04325) (Figura 2). A quantidade de investidas efetivas de cépula
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos, ocorrendo mais quando
machos estavam pareados com fémeas (GLM com error Poisson, X2 = -1.56862, gl =
1, p = 0.00142) (Figura 2).

No tratamento macho-fémea-macho, ndo houve preferéncia sexual para a
primeira escolha do macho (X2 = 0,4286, gl = 1, p = 0,512). No entanto, o nimero de
montas totais realizadas foi maior na fémea (X2 = 91,95; gl = 1, p < 0,05) (Figura 3).
Das 21 repeticBes observadas, apenas 7 tiveram Unica monta com cOpula na fémea.
Em 3 repeti¢cdes, embora tenham montas registradas, ndo houve copula, nas demais

repeticdes as eversdes de edeago seguiram com cépula em fémeas.
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Figura 2. Graficos comparando os tratamentos em que os machos de Cyclocephala distincta
tinham dois machos x duas fémeas como ofertas, com raz@o 2:1. NUmero de montas e eversao
de edeago realizadas (grafico a esquerda) e o tempo para realizacéo da primeira monta em cada
tratamento (grafico a direito). *Indicacdo do tratamento significante. Letras iguais indicam
resultados sem diferenca significativa.
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Figura 3. Grafico do tratamento com dois machos e
uma fémea de Cyclocephala distincta. O intervalo
dos gréficos indica o erro padrao.

4.1.3.3 Experimentos 3 (Heteroespecificos)

Machos de C. distincta pareados com uma fémea de C. paraguayensis tiveram
montas em todas as repeticdes. Apenas 15% delas resultaram em copulas (Tabela 1).
Quando pareado com A. undulata, os machos de C. distincta tiveram 78% de montas,

onde 42% resultaram em coOpula, onde uma das repeticbes houve edeago evertido
duas vezes (Tabela 1).

Na aproximacdo de C. distincta a partir de uma determinada distancia, A.
undulata levantava o terceiro par de pernas, o que parecia desencorajar C. distincta
de realizar a monta. Em alguns casos, C. distincta conseguia realizar a monta com
sucesso sobre A. undulata antes mesmo deste comportamento de repelir. Com a
monta em curso, A. undulata levantava as pernas, mas isso nao fazia com que C.
distincta se separasse.

Tabela 1. Atos executados por Cyclocephala distincta quando pareados com duas espécies,
Anomala undulata e Cyclocephala paraguayensis (descricdo dos atos no texto).

Anomala undulata Cyclocephala paraguayensis
(n=28) (n=40)
qtd média + erro gtd meédia + erro
padréo padréo
Monta 11 0,39+0,13 47 1,175 +£0,29
Edéago 11 0,39+ 0,13 15 0,375 +0,16

Copula 6 0,21+0.10 3 0,075+ 0,04
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4.1.3.4 Experimentos 4 (Coespecificos vivos e mortos)

Nas observacdes do macho com uma fémea morta, metade das repeticdes

tiveram registro de monta, todos com uma monta por repeticao.

Quando pareado com um macho morto, quatro repeticbes realizaram monta,
correspondendo a 8% dos casos observados. Dentre essas repeticfes, 3 ocorreram
eversao de edeago, embora ndo tenha ocorrido a cépula até a estrapolacao do tempo
limite de observacgao.

Ao comparar os dois ultimos tratamentos que envolveram machos e fémeas
mortos, a quantidade de montas e eversbes de edeago realizadas foi

significativamente superior nas fémeas (Figura 4).

O terceiro tratamento envolveu duas opc¢des de escolha para o macho, uma
fémea morta e outra viva. O niumero de montas foi superior para as fémeas vivas, com
36 registros, enquanto que oito montas foram contabilizadas para fémeas mortas.
Apenas em 3 repetices houve mais de uma monta realizada, todas elas ocorrendo

na mesma fémea. Em duas repeticdes houve monta em cada uma das fémeas.

O tempo da primeira monta até a cOpula também foi superior quando
comparado com as fémeas mortas. Das 30 repeticdes em que houve cépula, 26 foram

com fémeas vivas e 4 com fémeas mortas (Figura 5).
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Figura 4. Grafico com a quantidade dos atos observados por machos de
Cyclocephala distincta com individuos mortos de ambos os sexos. Letras
iguais indicam resultados sem diferenca significativa.
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Figura 5. Grafico com a quantificagdo dos atos comportamentais,
envolvidos no reconhcimento sexual, observados nos machos de
Cyclocephala distincta com fémeas vivas e mortas, ambas coespecificas.
Letras iguais indicam resultados sem diferenca significativa.

4.1.4 DISCUSSAO

Machos de Cyclocephala distincta realizam atos comportamentais preé-
copulatérios para ambos os sexos sem distincdo aparente, para individuos de
espécies diferentes e inclusive para individuos mortos. Embora o ato da monta seja o
passo inicial na identificacdo, este é confirmado com a everséo do edeago, que ocorre
em sequéncia e precede a insercdo do edeago, efetivando a copula (GROOT, 1998;
SOUZA, 2013; NUKMAL et al, 2017). O que nao ocorre para todos os individuos com
guem o0s machos esbarram, uma vez que a monta seguida por eversdo de edeago
ocorreu em sua maioria com as fémeas. Provavelmente, o investimento para se ter
uma selecdo sexual a curta distancia de forma rapida ndo compensa (SERRANO et
al, 1991; SCHARF; MARTIN, 2013), resultando em montas aleatorias, independente
da atracdo especifica. Assim como ja visto nas ordens Coleoptera, Hymenoptera e
Diptera (SERRANO et al, 1991; SCHARF; MARTIN, 2013; SWITZER et al, 2014).

Cyclocephala € um género dependente do sistema de dispersdo de odores
florais para se agruparem no mesmo espaco (HOE et al, 2016; MAIA et al., 2018). Nas
observacdes realizadas em laboratorio, o0s machos comportam-se da mesma forma
com todos os individuo que esbarram, desenvolvendo o0os mesmos atos de
reconhecimento: aproximar, tatear o élitro do outro individuo com as antenas,
caminhar sobre e montar. Sabendo que o local em que estédo inseridos € bastante

seletivo, atraindo em sua maioria apenas uma espécie (GOTTSBERGER;
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SILBERBAUER-GOTTSBERGER, 2006), o comportamento de monta aleatoria
funciona como uma estratégia para evitar desperdicio energético, pois a primeira
selecdo ja foi realizada pelo odor floral (THORNILL; ALCOCK, 1983; SCHARF;
MARTIN, 2013; HOE et al, 2016).

A maioria dos casos de comportamento sexual macho-macho sugere que
poderia ser o resultado de identificacbes erradas (ver revisdo de SCHARF; MARTIN
2013). Nossos resultados sugerem que C. distincta ndo teve uma selecéo pré-sexual,
e provavelmente € incapaz de se diferenciar entre individuos da mesma espécie.
Assim, ap0s a montao macho insistira na copula que so6 sera concluida se o individuo
montado puder ser facilmente penetrado ou se o esfor¢o continuo durar muito tempo,

desestimulando o macho da tentativa de cépula.

Nos insetos, a falta de discernimento sexual caracterizada por montas e
eversdao de edeago entre individuos de mesmo sexo ja foram registradas em
Palmacorixa nana Waley, 1930 (Hemiptera), Diaprepes abbreviatus Linnaeus, 1758
(Curculionidae) e Tribolium castaneum Herbst, 1797 (Tenebrionidae) (AIKEN 1981;
SERRANO et al 1991; HARARI et al 2000). O n&o investimento no reconhecimento
imediato do parceiro sexual € positivo para as espécies onde machos e fémeas se
agregam no mesmo ambiente, com razdes sexuais aproximando-se de 1:1, evitando
0 gasto energético desnecessario, resultando no reconhecimento do parceiro correto
através de tentativa-e-erro (THORNILL; ALCOOK, 1983; SERRANO et al, 2000;
BAILEY; ZUK, 2009). Evolutivamente, a estratégia desse macho aumenta seu fithess
em detrimento daqueles machos que escolhem o que montar (BAILEY; ZUK, 2009;
ALCOCK, 2011).

Os machos de C. distincta também realizaram comportamento copulatorio com
individuos heteroespecificos, quando sem chance de escolha. O elevado numero de
eversdes de edeago e copulas registrada na interacdo com Anomala undulata pode
ter ocorrido devido a sua grande semelhanca morfologica com C. distincta. Erros que
inviabilizam o discernimento sexual em decorréncia das semelhancas entre o
tamanho, formato do corpo e coloracéao dos élitros ocorrem com Tribolium castaneum
e T. confusum Duval 1913 (Tenebrionidae) (SERRANO et al, 1991, 2000). Essas
semelhancas morfolégicas contudo ndo ocorrem com C. paraguayensis, que possui 0
dobro de tamanho de C. distincta e sdo notadamente mais vagarosos, nao reagindo

depois de montados.
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Para machos de C. distincta, o impulso inato a copula parece ser um elemento
comportamental que suplanta a necessidade de reconhecimento do parceiro. Em um
desenho experimental que foge a situagéo natural, no qual machos de C. distincta ndo
tinham oportunidade de encontrar fémeas coespecificas, o estimulo oriundo da
presenca de individuos que a elas se assemelhavam pareceu ser suficiente para

disparar o comportamento de acasalamento dos machos.

A incapacidade dos machos de realizar escolhas corretas de parceiras
coespecificas € geralmente baseada em medidas imprecisas para o reconhecimento
do acasalamento, ja& que o tamanho, por exemplo (SOLESNKY, 2004), deve
desencadear o comportamento sexual mesmo diante de um individuo de outra
espécie. Este comportamento corrobora a hipotese de acasalamento heteroespecifico
(GRONING; HOCHKIRCH, 2008), um tipo de interferéncia reprodutiva em que o
comportamento sexual heteroespecifico € bem sucedido quando h& barreiras sexuais

fracas e baixa rejeicdo entre as espécies.

Quando os individuos ndo apresentam reacdo, machos de C. distincta
conseguem distinguir os sexos. De fato, apesar do sistema ndo ser totalmente
direcional, como ocorre em sistemas onde os feroménios de contato auxiliam o
reconhecimento (STEIGER et al, 2007; CHUNG; CARROLL, 2015; BILLETER;
LEVINE, 2015; LANE et al, 2015, 2016; XUE et al, 2016; SANTOS, 2018), existe algum
componente inato das fémeas que os machos reconhecem e fazem com que eles
optem por individuos do sexo oposto. As fémeas, em sua maioria, tendem a resistir
as investidas, desde o0 momento em que ocorre a monta. Porém, sua resisténcia ao
macho que esta montando € consideravelmente menor do que machos que recebem
a monta. Machos conseguem se desvencilhar rapidamente através de esperneio.
Provavelmente € a baixa resisténcias das fémeas que leva a um nimero muito maior

de eversdes de edeago e cépulas ocorrendo com elas.

Ao obsevar os efeitos da reacdo do individuo montado diante da persisténcia
no ato copulatorio dos machos de C. distincta, 0s mesmos apresentam maior
guantidade de atos comportamentais copulatorios para fémeas vivas do que fémeas
mortas. Por sua vez, machos demostram discernimento sexual direcionado as fémeas
coespecificas, quando individuos inanimados de ambos os sexos lhes séo oferecidos.
Embora exista um provavel carater quimico no mecanismo de discernimento sexual

por machos de C. distincta, este parece na verdade ser melhor explicado pela
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interagdo com elementos comportamentais exibidos exclusivamente pela fémea,
apresentando-se dessa forma sinergicamente diferentes daqueles encontrados em

outros machos, ou individuos inertes.
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4.2 ARTIGO 2 - PAPEL DOS HIDROCARBONETOS CUTICULARES NO
RECONHECIMENTO SEXUAL DE Cyclocephala distincta (MELOLONTHIDAE:
CYCLOCEPHALINI)

RESUMO

O estudo do comportamento sexual de uma espécie permite um maior entendimento
sobre sua ecologia e evolugédo. Em grandes agregacgdes, que muitas vezes agrupam
centenas ou milhares de individuos em flores ou inflorescéncias de suas plantas
hospedeiras, besouros antéfilos da tribo Cyclocephalini devem identificar
corretamente seus parceiros sexuais para assegurar seu sucesso reprodutivo.
Sabendo que os hidrocarbonetos cuticulares (HCs) funcionam como feroménios de
contato em uma diversa gama de espécies de besouros, este estudo teve como
objetivo investigar se eles também sdo elementos-chave no processo de
reconhecimento sexual em Cyclocephala distincta. Foram analisadas amostras de
extratos hexanicos de HCs obtidos de machos e fémeas da espécie, e registrados os
comportamentos dos machos quanto a sua presenca, auséncia, transposi¢cao (macho
/ fémea) e reintroducdo. A caracterizacdo quimica de extratos cuticulares de machos
e fémeas por cromatografia gasosa - espectrometria de massa (GC-MS) ndo mostrou
diferencas composicionais qualitativas entre os sexos. O perfil quimico do HCs de C.
distincta é amplamente dominado por parafinas e olefinas de numeragéo impar (23C
a 31C), mas hidrocarbonetos ramificados e um éster alifatico também foram
identificados. Os resultados dos bioensaios demonstraram que os HCs, por si s0s,
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ndo exercem influéncia sobre o reconhecimento sexual na espécie, mas reforcam o

reconhecimento intraespecifico.

Palavras-chave: Reconhecimento sexual. Coleoptera. Reproducdo. Comportamento.

ABSTRACT

The study of a species’ sexual behavior allows a greater understanding about its
ecology and evolution. In large aggregations that often account for hundreds or
thosands of individuals in flowers or inflorescences of their host plants, anthophilous
cyclocephaline scarabs must identify correctly their sexual partners to ensure optimal
reproductive success rates. Knowing that cuticular hydrocarbons (CHCs) function as
close-range pheromones in a diverse range of species of beetles, this study aimed to
investigate whether they are also key elements in the sexual recognition process in
Cyclocephala distincta. Thus, we analyzed samples of hexane CHC extracts obtained
from both males and females of the species, and recorded male behavior regarding
their presence, absence, transposal (male/female) and reintroduction. Chemical
characterization of male and female CHC extracts by gas chromatography — mass
spectrometry (GC-MS) showed no qualitative compositional differences between
sexes. The CHC chemical profile of C. distincta is largely dominated by odd-numbered
paraffins and olefins (23C to 31C), but branched hydrocarbons and an aliphatic ester
were also identified. Bioassay results demostrated that CHCs alone do not exert

influence on the sex recognition in the species, but bolsters intraspecific recognition.

Key words: Sex recognition. Coleoptera. Reproduction. Behavior.

4.2.1 INTRODUCAO

A forma como os pares se comportam durante a cépula, nos possibilita uma
melhor compreensdo de sua ecologia comportamental evolutiva (THORNHILL;
ALCOCK, 1983). A forma como 0s parceiros se encontram e a sequéncia de atos que
podem ocorrer, por ambos 0s sexos, variam entre as espécies de insetos, embora trés
etapas distintas ocorram: pré-copula, copula e poés-copula (KAMYIA et al., 2015;
KEPPNER et al., 2017).
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Em espécies que fazem uso de suas plantas hospedeiras como sitios de
agregacdo, € comum que os individuos se reunam devido a liberacdo de feroménio
de longo alcance (RODRIGUEZ-REBOLLAR et al., 2012) ou por compostos organicos
volateis (COVs) liberados pelas flores da planta hospedeira (MAIA et al., 2010; 2012).
Em espécies de insetos que séo atraidos por COVs para reproducgéo, podem ocorrer
agrupamentos de um namero consideravelmente grande de individuos em um espaco
relativamente limitado, de forma que o reconhecimento do parceiro sexual precisa se
dar através de mecanismos de reconhecimento de curto alcance. Nesta condi¢cdo o
encontro dos parceiros sexuais pode ser mediado por feromdnios sexuais de contato,
sendo estes geralmente encontrados na cuticula dos individuos (HOWARD;
BLOMQUIST, 2005). Em alguns casos, 0s compostos para reconhecimento sexual

geralmente sdo os hidrocarbonetos cuticulares (HCs) (XUE et al., 2016).

Os HCs sao compostos constituidos por carbono e hidrogénio, formando
cadeias que variam de 21 a 50 carbonos, sintetizados por oendcitos (HOWARD;
BLOMQUIST, 2005). Suas propriedades hidrofébicas e lipofilicas funcionam para
evitar a dessecacdo. As longas cadeias configuram compostos ndo volateis, que
podem atuar no reconhecimento a curta distancia entre os individuos (BLOMQUIST;
BAGNERES, 2010).

Os HCs foram identificados e reconhecidos como feromoénios sexuais de
contato em diversas espécies de besouros, especialmente naquelas que necessitam
da planta hospedeira como fonte de alimento e reproducéo (XUE et al.,, 2016). A
especificidade dos HCs podem influenciar inclusive no isolamento reprodutivo em
alguns casos (SHIMOMURA et al., 2010). Isto sugere que os HCs desempenham um

importante papel na reproducdo de muitos besouros.

Entre os Melolonthidae, a tribo Cyclocephalini € a mais diversa, havendo
registros de espécies por toda América, Africa e Sudeste Asiatico (RATCLIFFE;
CAVE, 2013). Esses besouros séo atraidos por COVs exalados pelas plantas que
visitam, sendo esses especie-especificos e essenciais para a reproducdo floral e dos
besouros (HOE et al., 2016). E através dos COVs liberados durante o periodo de voo
dos besouros que machos e fémeas se agregam nas inflorescéncias, onde encontram
alimento e possibilidade de reproducéao (MAIA et al, 2010; MAIA et al., 2018).
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Entre os Cyclocephalini, o género mais diverso € Cyclocephala, constituido por
besouros antdfilos com distribuicdo Neotropical, existindo em grande quantidade na
Ameérica do Sul (ENDRODI, 1985; RATCLIFFE; CAVE, 2006; SCHOOLMEESTERS,
2018). Em Pernambuco Cyclocephala distincta Burmeister, 1847, foi encontrado em
palmeiras (Arecaceae) nos resquicios de Mata Atlantica do estado (ALBUQUERQUE
et al., 2016; MAIA et al.,, 2018) tendo sua biologia e comportamento reprodutivo
estudados por Souza (2013) e seu periodo de atividade estudado por Albuquerque et
al. (2016).

Experimentos de teste de escolha, realizados em laboratério, mostraram que
machos de C. distincta tem baixa capacidade de discernimento em reconhecer
parceiros sexuais em um primeiro momento de monta (Capitulo 1), mas que tendem
posteriormente a elicitar comportamento copulatério na maioria das vezes em fémeas.
Baseado nesta evidéncia, levantamos a hipétese de que este tipo de reconhecimento
sexual tardio em C. distincta pode estar relacionado aos HCs. Desta forma
identificamos 0s componentes dos extratos cuticulares de machos e fémeas de C.
distincta e desenvolvemos experimentos comportamentais baseados na presenca e
auséncia de HCs, que possibilitaram avaliar seu papel no reconhecimento sexual da

espécie.

4.2.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.2.1 Coleta e manutencédo dos insetos em cativeiro

A coleta dos insetos foi realizada na Usina S&o José, localizada no municipio
de Igarassu/PE (7°40'21,25"-7°55'60,92"S e 34°54'14,25"-35°05'21,08"W), numa
area de borda florestal. Exemplares de Cyclocephala distincta foram coletadas
conforme metodologia descrita no Capitulo |I. Os insetos foram coletados
manualmente e acondicionados em recipientes plasticos de 250 cm3 contendo terra
vegetal e mantidos individualizados até a realizacdo das observacfes. A extracao
cuticular ocorreu no Laboratério de Ecologia Quimica, no Departamento de Quimica
Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os bioensaios
comportamentais foram executados no Laboratorio de Entomologia Aplicada da UFPE

no periodo noturno, entre 18h e 23h.
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4.2.2.2 Extragdo dos HCs

Para extracdo cuticular, machos e fémeas foram acondicionados
temporariamente em recipiente contendo areia fina lavada para remocdo das
impurezas superficiais presentes em suas cuticulas a partir de caminhadas por dentro
da camada de areia. Posteriormente, foram individualizados em frascos de vidro de
10 ml, lavado e autoclavado, para que pudessem receber os insetos. Estes foram
armazenados a -5°C para ocorrer anestesia e morte por congelamento,

permanecendo no freezer até extragdo cuticular.

Os besouros foram imersos em 2 ml de n-hexano bidestilado seguido de
agitacdo manual por 2 minutos. Apos o tempo de extracdo, a solucao foi retirada com
uma pipeta de Pasteur e transferida para um vial com capacidade para 1,5 ml. A
solucéo foi entdo concentrada sob fluxo laminar de N2 até um volume final de 200 pl.
O procedimento de limpeza e extracao foi repetido para cada conjunto de individuo
estabelecido para extracdo. Cada extrato de fémea ou macho de C. distincta
correspondeu a um pool de 10 individuos. Foram obtidas 5 amostras de fémea, 3 de
machos. Duas amostras também foram obtidas de fémeas de C. paraguayensis
Arrow, 1913, com mesma metodologia utilizada para C. distincta, porém com um
volume de 5 ml para imersao das fémeas, por se tratarem de individuos maiores. Os
vials contendo extratos cuticulares foram mantidos sobre refrigeracao até a realizacéo

das analises por CG-EM.

A imerséo dos insetos pelo periodo de 2 minutos em hexano ndo afetou a
extragdo dos hidrocarbonetos cuticulares, permitindo uma extragdo com pouca
interferéncia de outras classes de lipidios, eliminando a necessidade de realizacéao de
coluna cromatografica para purificar as fragdes lipidicas. Assim, utilizou-se a mesma
guantidade de extrato para cada individuo ofertado nos bioensaios comportamentais

seguintes.
4.2.2.2.1 Analise dos extratos cuticulares

Os extratos foram analisados em um cromatografo gasoso acoplado a um
espectrometro de massas com analisador do tipo quadrupolo Agilent 5975C Series
(Agilent Technologies, Palo Alto, USA) equipado com coluna apolar HP-5 (Agilent
J&W, 60 m x 0.25 mm diédmetro interno; espessura do filme 0.25 pm). As amostras
foram analisadas sob as seguintes condi¢des: temperatura inicial de 60°C (mantida
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por 1 min), rampa de aquecimento de 15°C/min e temperatura final de 260°C, que foi
mantida por 20 minutos. O gas de arraste utilizado foi o hélio, a fluxo constante de
1mL por minuto e a temperatura do injetor foi mantida a 250°C. Os compostos eluidos
da coluna cromatografica foram ionizados por impacto de elétrons a 70 eV. A fonte de
ionizacao foi mantida & 230° C e o quadrupolo & 150°C. Os espectros de massa foram
obtidos no modo scan com velocidade de 0,5 scan por segundo, com faixa de

varredura de m/z de 35 a 550.

Uma aliquota de 1 ul de cada extrato foi injetada em modo splitless. Os
compostos foram identificados por meio da anélise dos espectros de massa de cada
pico cromatografico, comparacdo com padrdes auténticos e célculo de indices de
retencdo. Foram calculados os indices de retencédo linear dos componentes dos
extratos cuticulares utilizando-se os tempos de retencdo de cada composto e 0s
tempos de retencédo de alcanos (C9 a C34) analisados sob as mesmas condi¢des. Os
valores calculados foram comparados com os indices de retencdo publicados na
literatura (ADAMS, 2007; NIST WEBBOOK, 2014).

O efeito do sexo dos animais (fémeas ou machos) sobre a composi¢cdo média
dos HCs de C. distincta foi acessada através de andlise de variancia multivariada
permutacional (PERMANOVA; ANDERSON, 2001) com o software PAST v.3.20
(HAMMER et al. 2001), utilizando-se uma matriz de distancia calculada com indice de

distancia de Bray Curtis.
4.2.2.3 Bioensaios comportamentais

Machos de C. distincta foram avaliados quanto ao comportamento reprodutivo
seguindo metodologia previamente utilizada (Capitulo 1). Para testar se o
procedimento metodoldgico de retirada e reintrodugéo do HCs afeta de alguma forma
0 comportamento pré-copulatério nesta espécie, machos foram pareados com fémeas
inertes intactas (com HCs) versus fémeas inertes que tiveram os HCs retirados e
reintroduzidos. Tal procedimento foi realizado afim de investigar se a quantidade
escolhida para reintroducdo dos HCs afetaria na escolha do macho, além de
possibilitar a reutilizacdo dos individuos utilizados para obtencdo dos extratos, sem
necessidade de nova coleta, bem como a manipulacdo destes entre individuos

durante os bioensaios. Os resultados mostraram que nao houve diferenca significativa
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no namero de investidas feitas pelo macho em f~emeas com HCs intactos, daquelas
que tiveram seu HC retirado e reintroduzido (X2 =2,5, gl = 1, p = 0,1138, n=50).

Os bioensaios foram realizados a temperatura controlada 25°C £ 2°C. Cada
bioensaio constou de um macho pareado com um individuo inerte com HCs intacto ou
reintroduzido, em placas de petri de vidro (90x15mm). A duragdo e atos
comportamentais observados foram os mesmos descritos no Capitulo 1. Neste
experimento, os atos comportamentais “monta” e “eversao de edéago” passam a ser
tratados como um novo ato comportamental, chamado “investida” (ver Discussao
Capitulo 1). O ato “cépula” foi suprimido das observagdes. A reintrodugéo de HCs se
deu com a aplicacédo de 2,5 pL do extrato sobre todo o élitro do individuo. Os dados
obtidos nos experimento foram comparados com um grupo controle, que consistiu de
fémeas inertes com seus HCs intactos. Cada bioensaio teve 50 repeticdes e foram

realizados na seguinte ordem:

(1) verificar o numero de investidas do macho em cada um dos sexos que
tiveram os HCs removidos. Machos foram pareados com machos e fémeas inertes

sem HCs, separadamente, resultando em dois bioensaios.

(2) verificar a reacdo do macho a inversdo dos extratos cuticulares entre 0s
sexos de individuos coespecificos. Foi ofertado ao macho uma fémea com HCs de

macho e um macho com HCs de fémea, constituindo dois bioensaios.

(3) anadlise da atratividade sexual de fémeas congenéricas mortas. Machos
foram entam pareados com fémeas de C. paraguayensis mortas, primeiramente, com
os HCs intactos e, posteriormente, sem o0s HCs. Bioensaios realizados

separadamente.

(4) andlise do reconhecimento dos HCs de fémeas coespecificas. Para tal, foi
utilizado o corpo de fémeas de C. paraguayensis como modelo para adi¢cao do extrato
cuticular da fémea coespecifica. Assim, fémeas C. paraguayensis com cuticula
lavada, receberam em seu élitro a aliquota de 2,5 pL do extrato cuticular de fémeas

de C. distincta e foram oferecidas ao macho.

4.2.2.4 Estatistica
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O namero de investidas em cada um dos bioensaios foram analisadas com
teste qui-quadrado (X2-test) entre si e com o controle. As analises foram realizadas no

programa estatistico R (verséo 2.1.4).

4.2.3 RESULTADOS
4.2.3.1 Extratos cuticulares — perfil dos hidrocarbonetos de cuticula

Nos extratos cuticulares de C. distincta, foram identificados hidrocarbonetos
lineares e ramificados, saturados e insaturados, com cadeia de 23 a 31 atomos de
carbono, além de um éster: oleato de etila. Houve predominio de cadeias com nimero
impar de carbonos, principalmente entre os alcenos. Nao houve diferenca significativa
entre as composicdes dos HCs de machos e fémeas de C. distincta (PERMANOVA:
F=1,902, P =0,1252). Amostras de C. paraguayensis também foram dominadas por
alcanos com 23 a 29 atomos de carbono. Contudo, verificou-se também a presenca
de alcadienos, além de acidos e ésteres alifaticos. Pentacosano (C25) € o principal
composto majoritario encontrado para as duas espécies aqui estudadas, seguido do
hexacosano (C26) e x-nonacoseno (C29:1) para C. distincta e de heptacosano (C26)

e nonacosano (C31) para C. paraguayensis.
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Tabela 1. Perfil dos hidrocarbonetos cuticulares de Cyclocephala distincta e C. paraguayensis,
obtidos por imersdo em hexano. * presente apenas em uma amostra.

C. distincta. C. paraguayensis.
IR*
Fémeas (n = 5) Machos (n = 3) Fémeas (n = 2)
Alcanos (parafinas)
tricosano (C23) 2300 8,63+ 1,06 7,77 +1,10 4,42 + 0,30
tetracosano (C24) 2400 0,37 +£0,10 0,32+0,13 0,40+0,19
pentacosano (C25) 2500 19,17 £ 2,59 21,25 +£0,82 35,72 £9,25
hexacosano (C26) 2600 14,87 £2,21 17,77 £ 3,50 0,32*
heptacosano (C27) 2700 5,64 +1,48 7,46 + 0,86 23,23+3,73
octacosano (C28) 2800 0,23*
nonacosano (C29) 2900 8,54 + 0,91
hentriacontano (C31) 3100 0,29+0,31 0,48 + 0,21
Alcenos (olefinas) e alcadienos
(2)-9-pentacoseno (C25:1) 2477 3,53+£1,74 1,86 + 0,19
(2)-7-pentacoseno (C25:1) 2484 6,64 +2,48 6,32 £ 0,10
(2)-9-heptacoseno (C27:1) 2679 4,86 £ 0,95 3,38+£0,30
(2)-7-heptacoseno (C27:1) 2686 2,60+1,54 2,63+0,19
(2)-9-nonacoseno (C29:1) 2877 18,16 + 2,03 15,43 + 0,62
(2)-9-hentriaconteno (C31:1) 3077 11,57 + 2,83 12,52 + 2,85 0,42 £0,38
(2)-7-hentriaconteno (C31:1) 3085 0,38 £ 0,85
X,y-hentriacontadieno (C31:2) nd 0,67 +0,74
X,y-tritriacontadieno (C33:2) nd 5,76 + 2,95
a,b-tritriacontadieno (C33:2) nd 1,46*
x-tritriaconteno (C33:1) nd 2,30+1,76
y-tritriaconteno (C33:1) nd 1,16 £ 1,07
X,y-pentatriacontadieno (C35:2) nd 2,52*
a,b-pentatriacontadieno (C35:2) nd 3,37
Acidos e ésteres alifaticos
acido hexadecanoico 1961 - 4,01 +3,78
éster ndo-identificado 1 1976 - 0,15+0,13
etil hexadecanoato 1995 1,54 +£0,94
palmitato de isopropila 2025 0,13+ 0,08
acido x-octadecenoico 2143 - 4,85 +554
acido octadecanoico 2162 0,16 £ 0,25
oleato de etila 2173 0,46 £ 0,25 0,93 £ 0,54 2,84 +2,33
etil octadecanoato 2195 0,15+0,13
Hidrocarbonetos ramificados
x-metilheptacosano 2728 1,41 +£0,57 0,65+0,11
x-metilnonacosano 2927 0,38 £ 0,27 0,12 £ 0,08

**|R: Indice de Retengdo de um componente. Os nimeros expressos nos perfis referem-se a
quantidade de tal componente encontrado no extrato cuticular dos individuos estudados.
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4.2.3.2 Bioensaios comportamentais

A retirada dos HCs dos individuos coespecificos ofertados diminuiu o nimero
de investidas dos machos. Ao comparar 0s bioensaios com o controle, ambos
apresentaram diferenca significativa: fémea x controle (X2 = 10,125, gl = 1, p =
0,001463) e macho x controle (X2 =5,4444, gl =1, p =0,01963) (Figura 1). Porém néo
houve diferenca quando comparados entre si, machos e fémeas receberam
quantidades proximas de investidas (X2 = 0,88889, gl = 1, p = 0,3458).

0,6 *
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?s/HC d's/ HC controle

Figura 1. Comportamentos de investida dos
machos de C. distincta, quanto ao reconhecimento
sexual em individuos sem HCs, comparados ao
controle. Dados apresentados em média e o0 eixo
das barras apontam o erro padrdo

obtido.*Indicacgéo do tratamento significante.

Quando os individuos coespecificos ofertados tiveram seus HCs invertidos
entre 0s sexos, 0s machos investiram em ambos, sem diferencas significativas entre
eles (X2 = 0,3913, gl = 1, p = 0,5316). Na comparagcdo com 0 grupo controle, as
investidas foram significativamente menores com machos com HCs de fémeas (X? =
6,4286, gl =1, p =0,01123), mas sem diferenca quando tratou-se de fémeas com HCs
de machos (X2 = 3,7895, gl =1, p = 0,05158) (Figura 2a).

Quanto ao reconhecimento heteroespecifico, ndo houve diferenga de investida
para as fémeas de C. paraguayensis com e sem seus HCs (X2 =3,7692,gl=1,p =
0,0522) (Figura 2b). Contudo, machos realizaram mais investidas sobre fémeas da
mesma espécie do que fémeas congenéricas, com seus respectivos HCs (X2=6,4286,
gl=1, p=0,01123) ou na auséncia deles (X2=17,286, gl =1, p =<0,05).
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Ao se adicionar HCs de fémeas coespecificas sobre fémeas de C.
paraguayensis, os machos investiram menos do que quando foram ofertadas fémeas
controle (X2 =8,7576, gl = 1, p = 0,003083) (Figura 2b).
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Figura 2. Percentual de investidas de machos de C. distincta testados com individuos
coespecificos que tiveram seus HCs invertidos (a), no reconhecimento heteroespecifico e
quanto ao reconhecimento do HCs coespecifico (b). Ambos os tratamentos sdo comparados
ao controle. C.p.: Cyclocephala paraguayensis. C.d.: C. distincta. Dados apresentados em

média e o eixo das barras apontam o erro padréo obtido.*Indicacéo do tratamento significante.

4.2.4 DISCUSSAO

Os extratos cuticulares ndo apresentaram diferencas qualitativas entre 0os sexos
para C. distincta (Tabela 1). Os hidrocarbonetos saturados e insaturados com cadeia
de 23 a 31 4tomos de carbono, compostos predominantes em extratos cuticulares de
C. distincta, também foram registrados em C. paraguayensis e encontrados também
em duas outras espécies do género (SANTOS, 2018).

Com predominio de alcanos na composi¢do dos HCs, essas espécies possuem
compostos compartilhados com C. celata Dechambre, 1980 e C. cearae Hohne, 1923
(Santos, 2018), compondo o grupo de espécies do género Cyclocephala que tiveram
seus perfis cuticulares identificados. As quatro espécies citadas acima, juntamente
com Eriosceles emarginata Mannerheim, 1829 (SANTOS, 2018) sado o0s primeiros
representantes da Tribo Cyclocephalini a terem seus perfis cuticulares identificados,

uma vez que ainda nao ha dados sobre analise dos HCs em besouros da tribo.

Estudos sobre reconhecimento quimico através do uso de HCs em ensaios
comportamentais tém demonstrado haver uma relagdo da resposta com os perfis
cuticulares identificados (SMADJA; BUTLIN, 2009; SANO; BANNON; GREENE,

2018). Diferencas qualitativas no perfil dos HCs em outras espécies de besouros tem
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mostrado que eles podem desempenhar um papel importante na distingdo entre os
sexos (STEIGER et al, 2007, 2008; GEISELHARDT; OTTE; HILKER, 2009; XUE et
al., 2016).

Para os besouros que realizam o reconhecimento do parceiro a curta distancia, a
diferenca na composigéo relativa dos compostos cuticulares pode funcionar como
determinante principal da investida na copula (STEIGER et al, 2008; XUE et al., 2016;
KEPPNER et al., 2017). Eles também podem atuar conjuntamente com outros critérios
de escolha (ORTIZ-DOMINGUEZ et al, 2006) ou, ainda, ndo serem utilizados para tal
finalidade (BAILEY; ZUK, 2009; BAILEY et al, 2013). Em C. distincta podemos afirmar
gue o segundo caso se aplica, uma vez que investidas sexuais ocorreram mesmo em
individuos que tiveram os perfis cuticulares trocados, em maior quantidade do que as
registradas na espécie congenérica testadas. Mostrando que para a C. distincta os
HCs sdo componente do reconhecimento intraespecifico. Diferente do que ocorre em
besouros do género Altica, que ndo s6 possuem reconhecimento quimico sexual,
como também identificam heterosespecificos a partir dos HCs, independentemente
do sexo (XUE et al., 2016).

A semelhanca entre os perfis cuticulares de machos e fémeas encontra suporte
nos resultados dos bioensaios realizados, onde machos ndo mostraram-se capazes
de discernir entre machos e fémeas na hora da investida sexual (Fig. 3a). Machos de
C. distincta conseguem reconhecer os HCs de individuos coespecificos, mas nao
discriminam o sexo. Embora os HCs sejam utilizados como feromdnio de contato em
muitas espécies de insetos e sejam a pista fundamentais que elicitam o
comportamento de copula (BLOMQUIST; BAGNERES, 2010), para C. distincta o
macho utiliza também os caracteres morfologicos do outro individuo para identificacéo

correta, fazendo-o enquanto realiza a monta.

A monta é o primeiro contato efetivo do macho com outro individuo para que
possa fazer um reconhecimento tactil e passar as antenas sobre sua superficie. A
antena € o 6rgéo sensorial mais utilizado para identificacéo de pistas quimicas através
das sensilas olfativas, que em besouros Melolonthidae encontram-se nas lamelas dos
ultimos antendmeros (LEAL, 1998). E neste momento que o reconhecimento ocorre e
o macho decide ou n&o investir na copula, evertendo o edeago, o que corrobora com

o reconhecimento quimico e tatil encontrado por Souza (2013) para a espécie.
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As investidas dos machos na espécie congenérica provavelmente esta
associada ao composto majoritario compartilhado, visto que espécies do mesmo
género podem apresentar compostos de HCs comuns (VANICKOVA et al., 2014; XUE
et al., 2016) e despertar interesse nos machos (BAILEY; FRENCH, 2012). Casos de
reconhecimento errbneo sdo as investidas sexuais interespecificas registradas por
Maklakov e Bonduriansky (2009) e Shimomura et al. (2017), ao trabalharem com
reconhecimento sexual de diferentes espécies de besouro do género Callosobruchus.

A presenca dos HCs de fémeas coespecificas no corpo de fémeas de uma
espécie diferente, do mesmo género, ndo elicitou o macho tanto quanto o controle. Os
resultados apontam para uma necessidade de um reconhecimento morfologico
juntamente com o HCs para que ocorra corretamente a identificacdo sexual,
apontando também que os demais compostos cuticulares podem estar envolvidos no
reconhecimento intraespecifico da espécie. Quando machos investiram em fémeas
interespecificas, o corpo inerte juntamente com o maior tamanho ndo se mostrou
adequado para realizacdo da monta, uma vez que ele ndo conseguiu agarrar-se ao

élitro da fémea, como observado em experimentos anteriores (Capitulo 1).

Com isso, entendemos que os HCs funcionam como um componente do
reconhecimento intraespecifico em C. distincta, utilizando-os juntamente com a
morfologia do par coespecifico, ndo sendo suficientes sozinhos. Cyclocephala
distincta também parece reconhecer HCs de outras espécies, uma vez que houve
investidas, mas em menor quantidade aquelas no grupo controle. Sdo desconhecidos
para a espécie ferombnios sexuais volateis, 0 que aponta para uma dependéncia do
odor floral da planta hospedeira para o encontro de machos e fémeas. Assim, 0s
hidrocarbonetos cuticulares de C. distincta auxiliam na identificagdo de coespecificos,
enquanto as diferencas morfolégicas provavelmente sdo responsaveis pelo

reconhecimento sexual, que somente ocorre ap()s a monta.
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5 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos nesse trabalho foi possivel entender que o
comportamento sexual de C. distincta ocorre a partir do reconhecimento quimico e
anatdmico do outro individuo, sendo a parte quimica mediada pelos hidrocarbonetos
cuticulares, ocorrendo sempre por parte do macho conforme ja apontado por Souza
(2013). O ato de monta realizado para ambos os sexos e individuos testados mostrou
que a discriminacao coespecifica e sexual a curta distancia nao é prontamente eficaz;
0 macho, contudo, necessita desempenha-la para que ocorra reconhecimento do
parceiro. E com o comportamento de evers&o de edeago que machos de C. distincta
demonstram escolha efetiva para a cépula, e este ocorre em com maior frequéncia
em fémeas coespecificas integras, seguido por fémeas mortas com perfil de
hidrocarbonetos cuticular intacto, 0 que demostra o papel desses compostos como

feromobnios sexuais de contato.

Cyclocephala distincta, uma espécie de besouros antofilos, dependente dos
volateis organicos florais emitidos pelas suas plantas hospedeiras para assegurar
encontros coespecificos, utilizando os HCs e a morfologia no reconhecimento quimico
e tatil do possivel parceiro sexual. Estudos eletrofisiolégicos com a espécie podem
ajudar a entender melhor qual composto funciona como resposta no reconhecimento

intraespecifico e os motivos que levaram as investidas interespecificas.
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