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RESUMO

Os hidrocarbonetos cuticulares (HCs) tem como principal funcéo o controle da perda
de agua do corpo para o ambiente e mostram-se como importante fator na dindmica
comportamental de muitas espécies de artrépodes, influenciando o reconhecimento
sexual. Uma vez que ha uma corte realizada que envolve contato direto entre o macho
e a fémea de Tityus pusillus e que machos tem apresentado modificacdo
comportamental pré-copulatoria em substratos sobre os quais fémeas estiveram,
levantou-se a hipotese que o reconhecimento sexual possa ser mediado por HCs.
Esta dissertacdo teve como objetivo conhecer a composi¢cado dos HCs caracteristicos
a espécie de escorpido T. pusillus e observar sua influéncia no reconhecimento
intraspecifico, além do efeito de compostos quimicos liberados no substrato pelas
fémeas no comportamento sexual dos machos coespecificos. Para conhecer a
composicao dos HCs, foram analisados os extratos cuticulares de fémeas e machos
através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
Afim de verificar os efeitos dos HCs sobre o comportamento sexual, foram realizados
experimentos em arenas circulares (placas de petri forradas com papel de filtro), nas
quais foram analisados os comportamentos de machos focais expostos a presenca
de fémeas inertes (mortas por congelamento rapido) em duas situagfes: i) arena
forrada com papel de filtro previamente ocupada por fémeas coespecificas durante
24hrs; ii) arena forrada com papel de filtro limpo. Além disso observou-se o
comportamento de um macho focal frente machos e fémeas cujos HCs foram
removidos apds lavagem com hexano. A composicao dos hidrocarbonetos cuticulares
de fémeas e machos mostrou diferencas pontuais em sua constituicdo geral, sendo
principalmente caracterizada por uma série continua de alcanos lineares (C24 — C33;
> 65% total relativo nas amostras), além de acidos graxos e aldeidos lineares
saturados. Em amostras de fémeas, caracterizaram-se adicionalmente 2 — 6 picos
cromatograficos cujos espectros de massa foram preliminarmente atribuidos a
derivados de esterol. Os machos de T. pusillus mostraram-se estimulados
sexualmente quando em contato com o substrato previamente ocupado por fémeas
coespecificas, realizando comportamentos sexuais com as fémeas inertes. Eles
também demonstraram seu interesse sexual por fémeas coespecificas lavadas em
hexano (sem HCs), mas predominantemente ignoraram a presenca de machos

lavados. Nossos resultados demonstram que o reconhecimento coespecifico por parte



dos machos de T. pusillus ndo parece ser mediado por semioquimicos HCs, mas que
pistas quimicas deixadas no substrato por fémeas da espécie podem atuar como
afrodisiacos. Hipotetiza-se que esta funcédo pode estar associada aos derivados de
esterol exclusivos as lavagens cuticulares de fémeas de T. pusillus, que por isso

devem ser investigados com maior detalhe.

Palavras chave: copula; comportamento de corte; floresta atlantica; feromonios

sexuais.



ABSTRACT

The principal function of the Cuticular hydrocarbons (HCs) is control body loss water,
but also they are an important factor in the behavioral dynamics of many arthropod
species, as they influence sexual recognition. There is a courtship performed that
involves direct contact between the male and female of Tityus pusillus and males
presented precopulatory behavioral modification on substrates on which females were,
we have a hypothesis that sexual recognition is mediated by HCs. This dissertation
aimed to know the composition of the HCs characteristic of the scorpion specie T.
pusillus and observe its influence on intraspecific recognition, in addition to the effect
of chemical compounds released on the substrate by females on the sexual behavior
of cospecific males. To know the composition of the HCs, the cuticular extracts of
females and males were analyzed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (CG-MS). To observe the influence of HCs on sexual behavior,
experiments were performed in circular arenas (petri dishes lined with filter paper), in
which the behaviors of focal males exposed to the presence of inert females (killed by
freezing) were performed in two situations: i) arena lined with filter paper previously
occupied by cospecific females during 24hrs; ii) arena lined with clean filter paper. In
addition, the behavior of a focal male front of males and females whose HCs were
removed after washing with hexane was observed. The general constitution
composition of cuticular hydrocarbons of females and males shows some diferences,
being mainly characterized by a continuous series of linear alkanes (C24 - C33; > 65%
total relative in the samples), fatty acids and saturated linear aldehydes were
components of the hydrocarbons extracted. In female samples, 2 — 6 chromatographic
peaks whose mass spectra were preliminary attributed to sterol derivatives were
additionally characterized. The males of T. pusillus were sexually stimulated when in
contact with the substrate previously occupied by cospecific females, performing
sexual behaviors when in contact with inert females. They also demonstrated their
sexual interest in cospecific females washed in hexane (without HCs), but
predominantly ignored the presence of washed males. Our results shows that the
cospecific recognition by T. pusillus males does not seem to be mediated by
semiochemicals HCs, but chemical cues left on the substrate by females of the specie

may act as aphrodisiacs. This function may be associated with sterol derivatives



exclusive to cuticular washes of T. pusillus females, which therefore should be

investigated in greater detail.

Keywords: copulation; courtship behavior; atlantic forest; sexual fheromones.
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1 INTRODUCAO

O reconhecimento entre individuos de uma mesma espécie € muitas vezes
um fator determinante na dindmica comportamental dos aracnideos, tendo
influéncia desde as interacfes intrasexuais até as intersexuais, como por
exemplo o reconhecimento do parceiro (MILLER & FORMANOWICZ, 2011;
WILLEMART & HEBETS, 2012; CERVEIRA & JACKSON, 2013; FERNANDES
et al., 2017).

Em aracnideos, especialmente aqueles da ordem Araneae, 0s registros de
reconhecimento sexual através de pistas ou sinais quimicos sdo mais frequentes
(BARUFFALDI & COSTA, 2010; ELIAS et al., 2004; ELIAS et al.,, 2010;
STAFSTROM & HEBETS, 2013). Na ordem Scorpiones, estimulos mecénicos
vibratérios parecem desempenhar papel mais importante no comportamento
sexual (BROWNELL, 2001; TAYLOR et al., 2012), mas semioquimicos com
funcdo clara no comportamento de corte ja foram reportados (GAFFIN &
BROWNELL, 1992; LIRA et al., 2018). Neste aracnideos, o comportamento de
cOpula é relatado para véarias espécies e seguem um padrdo com algumas
mudanc¢as pontuais, com todas as descricbes comportamentais de coépula
adeptas a premissa do macho encontrar a fémea randomicamente ou ativamente
através da percepcdo mecéanica (ALEXANDER, 1959; POLIS & FARLEY, 1979;
BENTON, 1993; BRICENO & BONILLA, 2009).

Compostos lipofilicos presentes na cuticula dos escorpides, 0s
hidrocarbonetos cuticulares (HCs), podem apresentar a funcdo tanto de
feromdnios quanto de cairoménios, auxiliando o reconhecimento de individuos
coespecificos (GAFFIN & BROWNELL, 1992; BLOMQUIST & BAFNERES,
2010). Os HCs em conjunto com os lipideos cuticulares apresentam algumas
funcionalidades, principalmente na tolerancia a dessecacao, além de ter relacao
direta na alimentagdo, comportamento e comunicagdo quimica (HADLEY &
HALL, 1980; HALL & HADLEY, 1982; SPIEGEL et al., 2016). Machos da espécie
de escorpiao Tityus pusillus Pocock, 1893, quando entram em contato com pistas
guimicas oriundas das fémeas, locomovem-se lentamente, realizando
“Backstep” e “Juddering” que sao interpretadas como comportamentos de pré-
corte (PORDEUS et al., 2019).
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Tityus pusillus apresenta ampla distribuicdo na regido Nordeste do Brasil,
representando 90% da fauna escorpionica da Mata Atlantica (LOURENCO,
2002; DIAS et al.,, 2006). O registro de seu comportamento de cOpula foi
documentado por LIRA et al. (2018), observaram que geralmente a corte se inicia
com o encontro da fémea pelo macho. Nao se sabe, contudo, exatamente quais
Sao 0s mecanismos que auxiliam o encontro entre os parceiros, além de nao se
ter conhecimento da composicdo dos compostos que possivelmente podem

estar envolvidos no reconhecimento sexual da espécie.

1.10BJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Observar o papel dos hidrocarbonetos cuticulares (HCs) no reconhecimento e

comportamento sexual da espécie de escorpido Tityus pusillus.

1.1.2 Objetivos especificos

I. ldentificar os componentes de extratos cuticulares de machos e fémeas de
T. pusillus através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS).

ll. Testar se a movimentacado e reagcdo comportamental da fémea diante da
investida do macho é fator determinante no reconhecimento sexual, através
de ensaios comportamentais;

ll. Testar experimentalmente a influéncia das pistas quimicas deixadas pelas
fémeas no substrato sobre o comportamento de corte de machos frente a
fémeas inertes;

Iv. Testar a influéncia dos HCs no reconhecimento e comportamento sexual

dos machos, por meio de ensaios comportamentais;



16

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1SINTESE E ECOLOGIA DOS HIDROCARBONETOS CUTICULARES

Os hidrocarbonetos cuticulares (HCs) sdo uma mistura complexa de
compostos com cadeias de carbono lineares, ramificadas e componentes
insaturados, com os tamanhos das cadeias variando entre 21 a 50 carbonos,
presentes na cuticula de insetos e aracnideos (BLOMQUIST & BAGNERES,
2010; POLIS, 1990). Os HCs podem ser divididos nas classes dos n-alcanos,
hidrocarbonetos insaturados e alcanos metil-ramificados (BLOMQUIST &
BAGNERES, 2010). Os n-alcanos variam em comprimento de cadeias entre 21
a 33 carbonos e sdo comumente encontrados na cuticula dos insetos (NELSON
et al., 2002; FLETCHER et al., 2008). Os hidrocarbonetos insaturados (alcenos
e alcadienos) séo frequentemente componentes feromonais, que podempor
exemplo, auxiliar na identificacao e evitar agressao dos companheiros de ninhos
nas formigas Formica exsecta Nylander, 1846 (Hymenoptera, Formicidae)
(MARTIN et al., 2008). Ja os alcanos metil-ramificados, possuem um grupo metil
nas posicdes de C2 a C5 e apesar de também serem comuns e abundantes
entre 0s insetos, ainda ndo se sabe sua funcionalidade (BLOMQUIST &
BAGNERES, 2010).

Os insetos sintetizam a maioria dos seus HCs (NELSON & BLOMQUIST,
1995). Sua sintese acontece nos oendcitos, células que estdo associadas a
células epidérmicas ou dentro do corpo adiposo periférico e sédo transportados
pela lipoproteina lipoforina através da hemolinfa e posteriormente incorporados
na cuticula (HOWARD & BLOMQUIST, 2005). O processo biomolecular da
sintese dos HCs se resume através do alongamento de lipideos pela Acil-CoA,
gerando &cidos graxos de cadeias longas, posteriormente convertidos em
hidrocarbonetos através da perda de um grupo carboxila (NELSON &
BLOMQUIST, 1995; HOWARD & BLOMQUIST, 2005). A taxa metabdlica da
atividade de sintese dos lipideos e hidrocarbonetos dos insetos se mostra

aproximadamente 10 vezes maior que nos aracnideos (HALL & HADLEY, 1982).
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Quando nao séo sintetizados, os HCs podem ser obtidos via dieta. Os n-
alcanos de cadeia simples do grilo Melanoplus sanguinipes (Fabricius, 1798)
(Orthoptera, Acridididae) sdo adquiridos via alimentacdo, transportados e
incorporados para a cuticula, com excec¢do dos n-alcanos ramificados, alcoois
secundéarios e cetonas (BLOMQUIST & JACKSON, 1972). O estagio de
desenvolvimento do organismo também pode afetar a producdo dos HCs. Um
exemplo disto ja foi observado na mariposa Spodoptera eridania Stoll, 1781
(Lepidoptera, Noctuidae) onde a incorporagdo dos hidrocarbonetos na cuticula
durante as fases juvenis é maior nos periodos de intermuda larvais do que na
fase adulta. A atividade de incorporagao continua, porém com taxas menores,
possivelmente através dos hidrocarbonetos armazenados em sitios de
deposicao durante o estado de pupa (GUO & BLOMQUIST, 1991).

Os HCs estao intrinsecamente ligados ao gendtipo/fendtipo dos insetos e
vém sendo utilizados em estudos filogenéticos auxiliando no entendimento do
processo de especiacdo (CHUNG & CARROLL et al.,, 2015), taxonomia
(WATSON et al., 1989), além de estudos biogeogréaficos (THORNE et al., 1994).
Por exemplo, os perfis de HCs da espécie de vespa Polistes dominulus (Christ,
1791) (Hymenoptera, Vespidae) foram utilizados como ferramenta para mostrar
que as populacdes encontradas na costa da Italia séo préximas das encontradas
em duas das sete ilhas do arquipélago toscano, enquanto que a populacdo de
uma das ilhas (Capraia) é agrupada com a populacao da ilha da Cérsega situada
mais distante da costa italiana, reforcando a hipétese da separacédo das ilhas da
costa da Italia (DAPPORTO et al, 2004). Os HCs femininos podem
desempenhar papel de feromdnios utilizados para atracdo do macho e
funcionam como um mecanismo de isolamento reprodutivo entre duas espécies
simpatricas e intimamente relacionadas de Drosophila (Diptera, Drosophilidae),
indicando que os machos respondem substancialmente aos feromonios de
fémeas coespecificas (SHAHANDEH et al., 2018).

A presenca de lipideos e HCs no exoesqueleto de invertebrados terrestres
funciona especialmente para reduzir a transpiracdo, aumentando a tolerancia a
dessecacao (HADLEY & JACKSON, 1977). Um estudo realizado com Tibicen
dealbatus Davis, 1915 (Homoptera, Cicadaceae), demonstrou que apos 3 h de

exposicdo as condigbes ambientais de 25 °C de temperatura e umidade a 10%,



18

individuos vivos perdem mais agua do corpo para o ambiente que os individuos
mortos. Porém, quando os individuos mortos tiveram seus HCs lavados com
hexano, a perda de agua se mostrou 79% maior que nos individuos mortos com
HCs intactos (TOOLSON, 1984). A diferenca de composi¢éo dos HCs influencia
também o padrdo de distribuicdo a partir da capacidade de tolerancia a
dessecacdo. Enquanto formigas da espécie Solenopsis richteri Forel, 1909
(Hymenoptera, Formicidae) apresentam cadeias curtas de carbono na
composicédo de seus HCs e menor ponto de fuséo, vivem em ambientes de maior
altitude com temperatura mais baixas, a espécie congénere Solenopsis invicta
Buren, 1972 possuem cadeias longas de carbono em seus HCs, tendo seu ponto
de fusdo mais alto e consequentemente maior tolerancia a perda de agua,

vivendo em ambientes mais quentes e de menor altitude (XU et al., 2018).

Uma das func¢des dos HCs encontra-se nas relacdes ecoldgicas, sejam
intra ou interespecificas. Os HCs podem fornecer informacgdes sobre identidade
sexual (LIMA et al., 2001), idade (VANICKOVA et al., 2012), posi¢éo social na
colonica (PASK et al., 2017) ou afetar o comportamento sexual (ZHANG et al.,
2014). Um papel importante dos HCs na manutencéo de uma colbnia de insetos
sociais € no controle da reproducéo das operarias. Os ovos postos pela rainha
da espécie de formigas Camponotus floridanus (Buckley, 1866) (Hymenoptera,
Formicidae) sinalizam as operarias de sua presenca no ninho através da
composicdo de seus HCs. Como consequéncia, 0s ovos da rainha inibem a
reproducdo das operarias e as induzem a eliminarem seus proprios 0vos
(ENDLER et al., 2004). A quantidade de determinados HCs podem ser também
caracteristicas a idade larval. Na mosca Chrysomya rufifacies Macquart, 1842
(Diptera, Calliphoridae) foi detectado que a abundéancia de HCs de cadeia curta
diminui com a idade larval (ZHU et al., 2006). Os HCs também podem afetar o
comportamento sexual agindo como afrodisiacos. Na espécie de besouro
Phaedon cochleariae Fabricius, 1792 (Coleoptera, Chrysomelidae) os HCs de
machos e fémeas sdo qualitativamente idénticos, porém com as proporcdes
diferentes de seus componentes. No entanto, esta diferenca quantitativa n&o
apresenta relacdo com a capacidade de reconhecimento sexual por parte dos
machos. O comportamento de cOpula nesse caso é elicitado em individuos de

ambos 0s sexos e mesmo quando expostos a modelos de vidro contendo extrato
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de HCs tanto de machos quanto de fémeas, 0s machos passam
significativamente mais tempo acasalando com fémeas vivas. O papel dos HCs
nesta espécie pode entdo ser melhor definido como um desencadeador de
copula, e ndo um feroménio sexual (GEINSELHARDT et al., 2009).

2.2HIDROCARBONETOS CUTICULARES NOS ESCORPIOES

O processo de sintese dos HCs em escorpides é descrito com maiores
detalhes na espécie Paruroctonus mesaensis Williams, 1968 (Scorpiones,
Vaejovidae). A grande maioria dos HCs nessa espécie séo sintetizados durante
a fase juvenil, sendo produzidos massivamente pelo hepatopancreas e
gradualmente incorporados a cuticula. Na fase adulta, a sintese se mostra
reduzida sendo apenas realizada para a substituicdo dos hidrocarbonetos
perdidos (HADLEY & HALL, 1980). Embora o hepatopancreas seja o principal
orgao produtor dos HCs em escorpides, a incorporacdo de tais compostos a
cuticula parece estar ligada a alimentacdo. Na espécie P. mesaensis, a
incorporagdo dos HCs tem relagcdo com a taxa de consumo alimentar,
aumentando em média 10 dias apos a ingestdo de alimentos, principalmente
através do transporte pela hemolinfa (HALL & HADLEY, 1982).

O tipo de dieta também pode afetar o perfil dos HCs em escorpifes. Em
P. mesaensis, uma dieta a base de grilos da espécie Trimerotropis pallidipennis
Burmeister, 1838 (Orthoptera, Acrididae) resultou em um perfil de HCs com
maiores percentuais de n-alcanos e cadeias de hidrocarbonetos ramificados
(C28, C29 e C30), quando comparados com escorpides alimentados
exclusivamente com grilos domésticos da espécie Acheta domesticus Linnaeus,
1758 (Orthoptera, Gryllidae) (HALL & HADLEY, 1982).

Em aracnideos, os HCs podem apresentar mudancas significativas
quanto a composicdo e quantidade, principalmente pelas propriedades
antitranspirantes que conferem ao exoesqueleto, especialmente em espécies
que habitam ambientes com grandes variacdes de temperatura. Nos periodos
mais quentes (ver&o), os percentuais de HCs encontrados na cuticula de
espécies de escorpido de areas aridas, por exemplo, S&40 maiores que no inverno
(BLOMQUIST & BAGNERES, 2010), o que sugere que a temperatura pode ser
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um fator que influencia a producdo dos HCs. Escorpibes da espécie Buthus
occinatus Amoreux, 1789 (Scorpiones, Buthidae), quando expostos por duas
semanas a temperaturas de 30 °C, além de baixo consumo de alimento e de
agua, apresentaram um aumento na quantidade de HCs, incluindo aumento de
compostos de cadeias carbonicas mais longas (GEFEN et al., 2015). O aumento
da proporcdo de HCs de cadeias longas e/ou ramificadas na cuticula dos
escorpides Centruroides sculpturatus Ewing, 1928 (Scorpiones, Buthidae),
durante o verdo também é associada as adaptacdes contra a perda de agua
(TOOLSON & HADLEY, 1979). O contrario ocorre em duas espécies que tém
seu periodo de maior atividade no inverno — Urophonius achalensis Abalos &
Hominal, 1974 (Scorpiones, Bothriuridae) e U. brachycentrus Thorell, 1876
(Scorpiones, Bothriuridae) — que quando aclimatados a uma temperatura de 4
°C apresentaram maior quantidade de HCs em sua cuticula do que quando
aclimatados a 20 °C (GARCIA et al., 2021). Contudo, outras hipoteses néo
ambientais parecem explicar o aumento na sintese de HCs em escorpides. O
periodo de copula dos escorpides Hadrurus arizonensis (Williams, 1968)
(Scorpiones, Caraboctonidae) e S. mesaensis ocorre no verdo, quando as
temperaturas estdo mais altas e durante o qual eles apresentaram um maior
percentual de HCs e diferencas em suas composicfes em comparacdo ao
periodo de inverno (BLOMQUIST & BAGNERES, 2010; GEFEN, 2008).

Diferencas na composicdo dos HCs em escorpides e sua ocorréncia
durante o periodo reprodutivo sugerem que eles podem desempenhar um papel
importante no reconhecimento sexual e individual e assim favorecer o
reconhecimento de parceiros (GAFFIN & BROWNELL, 1992). Por exemplo, HCs
presentes no extrato da cuticula de fémeas na espécie P. mesaensis, induziram
comportamento sexual de machos coespecificos (GAFFIN & BROWNELL,
1992). Nas espécies de escorpides H. arizonensis e S. mesaensis, o dimorfismo
sexual quantitativo na composicéo de HCs € demonstrado quanto aos alcanos e
componentes oxigenados, presentes em maior quantidade nas fémeas e ésteres
em maior quantidade nos machos (BLOMQUIST & BAGNERES, 2010).

2.3RECONHECIMENTO SEXUAL E COPULA EM ESCORPIOES
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Muitos dos comportamentos dos escorpides sdo baseados em percepcoes
mecanicas e de sinais quimicos medeados pelos principais 6rgaos sensoriais,
como os pentes, localizados na parte ventral do corpo e as cerdas cuticulares
chamadas de tricobotrios, situadas nos pedipalpos e segmentos tarsais das
pernas (GAFFIN & BROWNELL, 1997a,b; BROWNELL, 2001).

Ha uma ampla variedade de compostos que podem ser utilizados como
rastros quimicos na procura por parceiros sexuais entre escorpifes. Os machos
da espécie de escorpido de deserto Centruroides vittatus Digamos, 1821
(Scorpiones, Buthidae) identificam os compostos deixados pelas fémeas no
substrato porém nédo reagem a possiveis sinais quimicos volateis (STEINMETZ
et al., 2004). Ja em Urophonius brachycentrus (Thorell,1876) (Scorpiones,
Bothriuridae), conhecidos como escorpides de buraco, os machos identificam
suas parceiras sexuais através de compostos volateis liberados por elas e ndo
reagem a compostos quimicos de contato (ROMERO-LEBRON et al., 2019).
Sugere-se que os feromoénios liberados por machos no substrato também
servem para evitar a competicdo intrasexual, possibilitando machos
coespecificos se identificarem e evitarem sobreposicdo de é&rea de uso
(MELVILLE et al., 2003; MILLER & FORMANOWICZ, 2011).

Compostos quimicos produzidos por fémeas da espécie H. arizonensis no
periodo reprodutivo parecem elicitar reagbes comportamentais diferentes nos
machos, de acordo com a quantidade liberada no ambiente. Feromonios de
contato liberados pelas fémeas no substrato, quando em pequenas quantidades,
sdo supostamente utilizados para sinalizar ao macho sua presenca no ambiente
(MELVILLE et al., 2003); enquanto que quantidades maiores parecem induzir o
comportamento de pré-corte dos machos, que consiste em uma série de
movimentos corporais para sinalizar a procura de uma parceira sexual.

As alteracdes comportamentais de escorpides diante da deteccdo de pistas
e/ou sinais quimicos sdo bem documentadas. Os machos realizam uma série de
comportamentos caracteristicos, desde andar lentamente, paradas abruptas
seguidas de passos para tras, estremecimento do corpo e balancar do
metassoma (PERETTI & ACOSTA, 1999; POLIS, 1990; GAFFIN & BROWNELL,
1992; MELVILLE et al., 2003; MILLER & FORMANOWICZ, 2011; TAYLOR et al.,
2012).
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O comportamento de cdpula nos escorpides envolve uma “danga” entre os
sexos, que por sua vez compreende quatro fases descritas detalhadamente por
Polis (1990): 1) inicio, se da através da aproximacao do parceiro sexual, com o
macho geralmente tomando a iniciativa; 2) promenade a deux, com a fémea
correspondendo ao macho, os dois individuos se agarram por seus pedipalpos,
e iniciam um "passeio" em busca de um local para a deposicdo do
espermatoéforo; 3) transferéncia do espermatéforo, apdés a deposicdo do
espermatéforo no substrato, o0 macho redireciona a fémea de forma que sua
abertura genital se acople com o espermatéforo, para realizar a transferéncia do
mesmo; e 4) término, ocorre a separacao dos individuos. A corte, que é o periodo
no qual o macho fica em contato direto com a fémea pode durar de 5 min até 48
h (POLIS, 1990) e a reagdo comportamental da fémea diante da aproximacao e
comportamento do macho € um fator chave para que ocorra a reproducdao, visto
que ha situacdes onde a fémea ndo reconhece o macho como um parceiro
sexual, o que resulta em canibalismo pré-corte (PERETTI & ACOSTA, 1999).
Desta forma, uma hipétese para explicar a reducdo de canibalismo pré-corte nos
escorpides é que a mesma seja dependente de que o reconhecimento entre
parceiros seja dado pela movimentagcdo da fémea em reacdo a aproximacao do

macho.

2.4ASPECTOS GERAIS DA ESPECIE DE ESCORPIAO Tityus pusillus
POCOCK, 1893

O género Tityus Koch, 1836 que contém cerca de 223 espécies (REIN,
2017), representa a maior rigueza de espécies da familia Buthidae, sendo
encontrados desde a Costa Rica até a Argentina Central e Republica Dominicana
(FRANCKE & STOCKWELL, 1987; ARMAS & ANTUN, 2004; AFFILASTRO,
2005). No Brasil, 47 espécies do género (ALMEIDA, 2010) podem ser
encontradas em quase todos os biomas (LOURENCO, 2002).

Escorpides da espécie Tityus pusillus Pocock, 1893 variam em seu
tamanho, entre 25 - 34 mm, apresentam uma coloracao que vai desde amarelada
até marrom-avermelhada, com manchas pretas por todo 0 seu corpo e tendo os
dois ultimos segmentos do metassoma e o télson avermelhado (LOURENCO,

1982). Sua descricao original € do estado de Pernambuco, a partir de uma coleta
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na regido de Igarassu (LOURENCO, 1982). A espécie apresenta ampla
distribuicdo na regido Nordeste do Brasil, onde representa um quantitativo de
90% da fauna escorpibnica da Floresta Atlantica, também possuindo registros
de ocorréncia na Caatinga (LOURENCO, 2002; DIAS et al., 2006; PORTO et al.,
2014; LIRA & ALBUQUERQUE, 2014; LIRA et al., 2018). Na Floresta Atlantica
sdo encontrados em menor abundancia na borda dos fragmentos, em
contrapartida ocupam trés vezes mais os seus interiores (DIONISIO-DA-SILVA
et al., 2018). Podem ser encontrados principalmente no epifolhigo, apresentando
uma correlacdo positiva com a massa seca da liteira, performam um
comportamento de caga denominado como “senta e espera” no qual ficam
parados a espera da aproximacdo de uma presa, comportamento tipico para
escorpides (POLIS, 1990; LIRA et al., 2013; LIRA & DE SOUZA, 2014; LIRA et
al., 2015).

T. pusillus reproduzem-se de forma sexuada, apresentando um
comportamento tipico de corte em escorpifes (POLIS, 1990; LIRA et al., 2018;
DIONISIO-DA-SILVA et al.,, 2018). Essa espécie apresenta iteroparidade,
fémeas podem ter até trés ninhadas durante um ano com a duracgéo gestacional
em média de trés meses. O tamanho das proles varia de 8 - 12 filhotes,
independentemente do tamanho da fémea, e 0s juvenis realizam quatro mudas
para atingir a fase adulta, com tempo de desenvolvimento de 8 meses. A
protandria é observada na espécie, com machos atingindo a maturidade em
média 1 més antes das fémeas (ALBUQUERQUE & LIRA, 2016; LIRA et al.,
2018). O dimorfismo sexual € evidente, no maior comprimento total do prossoma
e mesossoma das fémeas, metassoma mais longo dos machos, que além disso
também apresentam quinto segmento do metassoma e quelas mais largas (LIRA
et al., 2018).

Existem evidéncias de que os machos de T. pusillus identificam fémeas
coespecificas através do contato direto de seus pentes com o0 substrato
previamente ocupado por elas, o que altera o comportamento de locomog¢ao néo-
direcionada dos machos para o de busca ativa pela fémea, sugerindo que as
fémeas podem deixar rastros quimicos no ambiente onde se encontram
(PORDEUS et al., 2019). Segundo Lira et al. (2018), dentre os comportamentos

realizados na fase | de corte da espécie, a maioria dos machos iniciam a corte
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apos a deteccdo dos movimentos da fémea, quando as fémeas estdo iméveis,
0s machos as identificam apds passar por cima ou toca-las no mesossoma e
metassoma. Além disso a descricdo do processo de corte demonstra que a
reagcdo comportamental da fémea, logo apds a fase de iniciacdo, as investidas
sexuais do macho sdo um fator importante para o sucesso da copula (LIRA et
al., 2018).

A partir disso levantamos duas hip6teses para explicar como os machos
da espécie T. pusillus realizam o reconhecimento sexual da fémea: i) via
movimentos da fémea apds a aproximacao do macho, o que sugere aceitacao
por parte da mesma para inicio da corte. Se essa hipotese se confirmar, espera-
se que os machos nao sejam capazes de proceder com o0 processo de corte nem
sejam capazes de depositar o espermatéforo no substrato quando colocados
para copular com fémeas inertes; ii) via HCs, assim os machos sO seriam
capazes de distinguir entre fémeas e machos coespecificos através da deteccao
de HCs. Se essa hipbtese se confirmar, espera-se que 0s machos sejam
incapazes de iniciar a corte diante de machos ou fémeas na auséncia dos HCs.
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3 METODO

3.1COLETA E MANUTENCAO

Os escorpides utilizados neste estudo foram coletados entre margco e
junho de 2019 e setembro e outubro de 2020 em um fragmento de Floresta
Atlantica situado nas dependéncias do Campo de Instrucdo Marechal Newton
Cavalcanti (CIMNC), na Zona da Mata do estado de Pernambuco (07°50'32.7"S,
35°06' 33.2"W). Os espécimes de T. pusillus foram coletados através de busca
ativa realizada no periodo da noite com o auxilio de fontes de luz ultravioleta. Os
escorpides foram submetidos a triagem para a separacao dos sexos (LIRA et al.,
2018) e, posteriormente, transportados ao Laboratdrio de Entomologia Aplicada
(LEA) na Universidade Federal de Pernambuco, onde foram mantidos em
recipientes plasticos de 30 L. No laboratério ninfas da espécie Gryllus assimilis
Fabricius, 1775 (Orthoptera, Gryllidae) e 4gua foram fornecidos duas vezes por
semana. Foram mantidos em condi¢Bes controladas de temperatura (24,5°C +

2°C) , fotoperiodo (12h: luz; 12h: escuro) e umidade relativa do ar (60%).

3.2EXTRACAO E CARACTERIZACAO DOS HCs

Para observar se ha diferenca sexual nos perfis de HCs da espécie T.
pusillus, foram realizadas extragcdes cuticulares de fémeas (n = 50) e machos (n
= 40). Machos e fémeas foram acondicionados em recipientes de vidro,
previamente lavados com agua e sabao, etanol e autoclavados (92 °C). Para a
eutanasia por congelamento (-24 °C), os individuos sexualmente separados
permaneceram no freezer até a realizacdo dos extratos, para a obtencdo das

amostras.

Para extracao, foi utilizado 10 mL de n-hexano como solvente, onde
grupos de cinco (5) escorpides foram imersos e agitados manualmente por um
periodo de 15 min. Transcorrido o tempo de agitacéo, os escorpides foram secos

por descanso em papel toalha. A solucdo obtida passou por filtragem através da
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|& de vidro em pipeta de vidro silanizado de 1 mL para a reten¢éo das particulas
sélidas e posteriormente concentradas sobre um fluxo laminar de nitrogénio para
a obtencgao do volume final de 200 uL correspondendo ao total de uma amostra.
Todo o processo foi repetido até a obtencdo de 10 amostras de fémeas e 8
amostras de machos. A extragdo cuticular e as andlises das amostras de extratos
obtidos foram realizados no Laboratorio de Ecologia Quimica, no Departamento
de Quimica Fundamental da UFPE.

As amostras foram analisadas em cromatégrafo gasoso acoplado a um
espectrometro de massas com analisador do tipo quadruplo Agilent 5975C
Series (Agilent Technologies, Palo alto, USA), equipado com coluna apolar HP-
5ms (Agilent J&W, 60 m x 0.25 mm diametro 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 min. O gas de arraste
utilizado foi o He, a fluxo constante de 1 mL/min 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 ionizac&o foi mantida a
230 °C e o quadrupolo a 150 °C. Os espectros de massa foram obtidos no modo
scan com velocidade de 0,5 scan/s, com faixa de varredura de m/z de 35 a 550.
Uma aliquota de 1 pL de cada amostra foi injetada em modo splitless. Os
compostos foram identificados por meio da analise dos espectros de massa de
cada pico cromatografico, comparacdo com padrées auténticos e célculo de
indices de retencdo. Foram calculados os indices de retengdo linear dos
componentes dos extratos cuticulares utilizando-se os tempos de retencdo de
cada composto e os tempos de retencéo de alcanos (C9 a C34) analisados sob
as mesmas condicdes. Os valores calculados foram comparados com os indices
de retencéo publicados na literatura (ADAMS, 2007; NIST, 2014).

3.3 RECONHECIMENTO SEXUAL COM FEMEAS INERTES E PRESENCA DE
RASTROS QUIMICOS

Para testar se a movimentacéao e reacdo comportamental da fémea diante
da investida do macho é o fator determinante no reconhecimento sexual, machos

foram colocados em arenas experimentais pareados com fémeas inertes.
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Para testar se o0s rastros quimicos no substrato podem ser os
responsaveis em elicitar o comportamento de corte dos machos frente as fémeas
inertes, machos foram colocados em arenas experimentais previamente
ocupada por fémeas e pareados com fémeas inertes. Como arenas
experimentais, foram uilizadas placas de Petri de vidro (13 cm @) forradas com
papel filtro. Os experimentos foram realizados no periodo entre as 18:00 e

22:00h, quando os escorpifes tornam-se ativos.

Para deposi¢cdo de rastros quimicos, uma fémea foi colocada para
transitar por toda a arena por um periodo de 24 h, que € o tempo considerado
adequado para a deposicao de pistas quimicas por fémeas de T. pusillus
(PORDEUS et al., 2019). Em seguida, a fémea foi retirada e morta por
congelamento rapido. Depois de normalizada sua temperatura (exposicdo a
temperatura ambiente por 10 min), ela foi recolocada na arena experimental. Um
macho de T. pusillus foi colocado a arena do lado oposto, tendo sua
movimentacgdo restringida por um domo de plastico por 5 min para aclimatacao.
Passado esse intervalo, o domo foi retirado, deixando o macho livre para se

movimentar sobre a placa de Petri.

Os comportamentos foram registrados por 25 min com o auxilio de uma
filmadora Canon XA10 HD. Aproximadamente 23 horas de videos foram
analisados e a ocorréncia e frequéncia dos comportamentos pré toque e pos
toque foram registrados, classificados em um ranking de 1 a 5, seguindo o
método de rangqueamento proposto por Taylor et al. (2012), posteriormente
adaptado por Pordeus et al. (2019) (Tabela 1).

Cada arena experimental com um macho e uma fémea inerte foi
considerada uma repeticdo, com um total de 26 repeticbes. Machos que nao se

movimentaram durante os 25 min foram desconsiderados da andlise.

Tabela 1 - Rankings dos comportamentos pré-toque e pés-toque realizados por machos de
Tityus pusillus em arenas com e sem a presenca de vestigios quimicos.

Descricdo dos atos comportamentais

Rankings
Pré-toque Pés- toque
O macho focal anda pela arena O macho focal anda pela arena
1 experimental tocando e experimental tocando e escalando as

escalando as paredes paredes
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O macho focal se locomove O macho focal se lomove lentamente
2 lentamente pela arena pela arena experimental ou realiza o
experimental segundo toque na fémea inerte
“Backstep” ou para O macho focal segura a fémea com
3 repentinamente e movimenta-se suas quelas em qualquer parte do
para tras corpo e/ou a puxa
4 O macho focal realiza dois O macho focal realiza dois
comportamentos do ranking 3 comportamentos ranking 3
O macho focal realiza trés O macho focal realiza trés
5 comportamentos ranking 3 ou o comportamentos ranking 3 ou
“Juddering” (tremer o corpo) “Juddering” (tremer o corpo) ou

balanca o metassoma

Fonte: Barbosa-da-Silva, H (2021).

3.4 RECONHECIMENTO SEXUAL SEM HCs

Para testar a hipotese de que os HCs influenciam o reconhecimento e
comportamento sexual dos machos de T. pusillus, machos foram pareados com

machos e fémeas inertes desprovidos de HCs.

Para a realizac&o do processo de lavagem da cuticula, os machos mortos
por congelamento foram transportados em trés grupos de 10 individuos a um
beckerde 1 L contendo 20 mL de solvente (grau HPLC) e agitados manualmente
por 10 min, o processo foi efetuado duas vezes com hexano e duas vezes com
metanol. O mesmo procedimento foi executado com as fémeas inertes. Apos a
lavagem da cuticula, os individuos foram congelados até a realizacdo dos
ensaios comportamentais. Os individuos lavados foram deixados em

temperatura ambiente por 10 min e colocados na arena com um macho vivo.

Todos os ensaios foram realizados no periodo noturno entre as 18:00 e
23:00h, sendo fémeas gravidas identificadas e excluidas dos experimentos. O
procedimento foi realizado simultaneamente com machos e fémeas lavados e
alocados em arenas individuais. As placas de Petri foram posicionadas sobre
uma superficie de poliestireno para minimizar possivel interferéncia entre os
ensaios provocadas pela movimentacdo dos machos. Apenas foram
considerados validos os ensaios comportamentais em que 0os machos realizaram

0 contato direto com o individuo imoével, sendo descartados os demais.

Tabela 2 - Rankings dos comportamentos realizados por machos de Tityus pusillus frente a
machos e fémeas lavados com hexano e metanol.
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Rankings Descricao dos atos comportamentais

1 O macho focal ignora o individuo e se movem
pela arena, tocando e escalando as paredes

da arena

2 O macho focal anda lentamente apos o
primeiro toque com o individuo e/ou realizam

0 segundo toque.

3 O macho focal segura o individuo em

gualquer parte do corpo e puxa

4 O macho focal realiza dois comportamentos
ranking 3
5 O macho focal realiza trés comportamentos

ranking 3 ou treme o corpo ou balan¢a o
metassoma

Fonte: Barbosa-da-Silva, H (2021).

Além dos aspectos comportamentais, tanto para o ensaio comportamental
do reconhecimento sexual com fémeas inertes e presenca de rastros quimicos,
qguanto para o experimento de reconhecimento sexual sem HCs, o niumero de
toques que o macho focal realizou nos individuos inertes, o nimero de investidas
(tentativas de segurar os individuos) e o tempo total das investidas ( tempo total

gue o macho focal esteve segurando os animais inertes) foram registrados.

3.5 ANALISE DE DADOS

Para determinar se houve diferenca entre as composic¢des dos HCs entre
machos e fémeas foi utilizado o teste PERMANOVA. Os dados comportamentais
foram analisados através do teste dos postos sinalizados de Wilcoxon para
determinar se houve diferenca nos comportamentos pré-toque e pos-toque
realizados pelo macho focal dos ensaios de reconhecimento sexual com fémeas
inertes e presenca de rastros quimicos e entre os comportamentos realizados do
experimento de reconhecimento sexual sem HCs. O nimero de toques, numero
de investidas e o tempo total das investidas pelo macho focal com os individuos

inertes dos experimentos foram analisados para normalidade com o teste de
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Shapiro-Wilks e o teste Kruskal wallys para variancia, os dados foram
considerados signifcativos quando p < 0,05. As analises estatisticas foram

executadas usando o programa estatistico BioEstat verséo 5.3.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DOS HIDROCARBONETOS DE CUTICULA

Nos extratos cuticulares de T. pusillus, foram identificados
hidrocarbonetos lineares e ramificados em sua maioria saturados com cadeia de
24 a 33 &tomos de carbono representando mais de 65% dos compostos totais
das amostras além de dois ésteres alifaticos: palmitato de metila e palmitato de
isopropila. A presenca de alcoois e aldeidos alifaticos também foi identificada,
com os aldeidos graxos se apresentando em maioria, sendo o Octacosanal
exclusivo de fémeas. Houve diferenca significativa entre as composicdes dos
HCs de machos e fémeas (PERMANOVA: F = 3,361, p = 0,0542). Entre os
alcanos lineares, Nonacosano é o principal composto majoritario encontrado
para ambos o0s sexos, seguido do heptacosano e pentacosano, com o
tetracontano sendo exclusivo de machos. Quatro derivados de esterol foram
registrados, com apenas um (m/z 43, 55, 57, 105, 386) em comum entre machos
e fémeas (Tabela 3).
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Tabela 3 - Perfil dos hidrocarbonetos cuticulares de Tityus pusillus obtidos por imersdo em
hexano. * presente apenas em uma amostra.

Tityus pusillus

isopropila)

IR** Fémea (n =5) Macho (n = 2)
Alcanos lineares
Heneicosano 2100 0,18 + 0,07 0,03+0,01
Docosano 2200 0,43+0,16 0,16 = 0,03
Tricosano 2230 0,44 £ 0,34 0,41 +£0,13
Tetracosano 2400 1,57 £ 0,66 2,21 £ 0,65
Pentacosano 2500 7,21 +291 7,02 £ 1,26
Hexacosano 2600 4,21 £ 2,08 6,12 £ 2,18
Heptacosano 2700 8,92 +2,72 10,40 £ 0,79
Octacosano 2800 5,43 £ 2,56 8,39+1,69
Nonacosano 2900 12,03 +1,90 15,67 +£1,94
Triacontano 3000 4,07 +1,73 6,48 £1,13
Hentriacontano 3100 6,47 £ 1,01 8,41 +£0,14
Dotriacontano 3200 1,64 + 0,70 2,72 + 0,30
Tritriacontano 3300 1,47 £ 0,24 1,86 + 0,03
Tetracontano 3400 0,12 £ 0,06
Alcanos ramificados
2-Methylheptacosano 2762 0,94 + 1,07 0,46 £ 0,45
3-Methylheptacosano 2773 0,17 £ 0,06 0,11*
2-Methyloctacosano 2861 1,32+£0,70 2,09 +£1,39
2-Methylnonacosano 2961 0,57 +£0,42 0,55+ 0,65
3-Methylnonacosano 2973 0,35+ 0,21 0,18+ 0,14
2-Methyltriacontano 3061 1,28+ 1,24 1,06 £ 0,17
m/z 57,71,85,43,99 3129 5,34 + 2,25
m/z 57,71,85,43,99 3154 1,31 +£0,52
m/z 57,71,85,196,224 3326 0,40 + 0,22 0,21*
3-Methyltritriacontano 3373 0,15*
Acidos e anidridos graxos
Acido hexadecanoico (palmitico) 1962 3,25+ 0,86 4,62 + 3,66
m/z 127,57,99,156,213 2080 0,28 +£0,17 0,17 £ 0,07
Acido cis-9-octadecendico (oleico) 2143 0,72+0,72 1,13+0,78
Acido octadecandico (estearico) 2164 0,67 £0,10 0,88 + 0,89
m/z 55,43,41,69,83 2368 0,38+0,14 0,07*
Alcoois graxos
n-Octadecanol 2091 0,84 + 0,69 0,03*
m/z 97,83,69,55,43 (n-Hexacosanol) 2887 1,07*
Aldeidos graxos
Icosanal 2231 0,39+0,16 0,14 + 0,01
Heneicosanal 2334 0,66 + 0,34 0,30 £ 0,02
Docosanal 2435 1,58 £ 0,51 1,41 £ 0,27
Tricosanal 2536 1,15+ 0,60 0,94 £ 0,17
Tetracosanal 2637 0,91+£0,31 0,26 + 0,08
Pentacosanal 2739 0,27 £ 0,13 0,06 £ 0,00
Hexacosanal 2840 0,43 +£0,21 0,07*
Heptacosanal 2942 0,12*
Octacosanal 3043 0,12+ 0,01
Esteres de acidos graxos
Hexadecanoato de metila (palmitato de 1928 0,10 £ 0,03 0,04 + 0,00
metila)
Hexadecanoato de isopropila (palmitato de 2026 0,43 + 0,07 0,10 + 0,02
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4,8,12,16-Tetrametilheptadecan-4-olida 2371 0,31+0,17 0,07*
m/z 57,83,43,97,55 2708 2,55+1,30
m/z 57,71,85,43,196 2731 0,32+0,21 0,09*
Esqualeno 2839 1,08* 0,33*
m/z 55,96,82,69,83 2879 0,74 +0,78
m/z 57,71,85,43,99 2929 3,12+ 1,00 4,65 + 2,36
m/z 57,71,85,43,99 2957 0,66 + 0,81
Derivados de esterol
m/z 57,185,157,266,251 3036 2,01+ 1,66
m/z 157,185,266,326,251 3050 0,52 £ 0,49
m/z 57,185,157,266,340 3126 19,44 + 11,72
m/z 43,55,57,105,386 3151 0,49 £ 0,18 0,61 0,39
m/z 57,159,157,145,105 3227 0,88+ 0,72
Outros
227+134 1,70+ 0,91

Fonte: Barbosa-da-Silva, H (2021).

**|R: Indice de Retenc&o de um componente.

4.2 RECONHECIMENTO SEXUAL COM FEMEAS INERTES E
PRESENCA DE RASTROS QUIMICOS

Os machos focais apresentaram mudangcas em seus comportamentos pré-
toque na arena com vestigios quimicos da fémea (Z = 3,4589; p = 0,0003), além
de apresentar comportamentos sexuais com a fémea apos seu primeiro toque (Z
=1,7386; p = 0,0411) (Figura 1A,B).

A maioria dos individuos na arena sem vestigios quimicos da fémea (81%)
ndo demonstraram alteragcdo comportamental antes de toca-la (Ranking 1). Ja
os individuos da arena com vestigios quimicos apresentaram alteracdes
comportamentais antes de as tocar. A maioria dos machos (69%) apresentaram
paradas bruscas seguidas de busca direcionada pela fémea até realizar o

“‘Juddering”, comportamentos equivalentes aos rankings 2, 3, 4 e 5 (Figura 1A).
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Figura 1 - (A) Comparagéo das frequéncias dos ranques comportamentais de pré-toque, entre o

grupo sem vestigios quimicos da fémea e com vestigios quimico da fémea realizados por machos

de Tityus pusillus. (B) Comparacao das frequéncias dos ranques comportamentais de pds-toque,

entre o grupo sem vestigios quimicos da fémea e com vestigios quimico da fémea realizados

por machos de Tityus pusillus.
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Apds o primeiro toque na fémea imovel, aproximadamente 49% dos machos

no substrato sem vestigios quimicos da fémea esbocaram reacdes de interesse,

tocando-a, segurando-a ou até mesmo a puxando para proximo de si, os 51%

dos machos restantes realizaram comportamentos referentes ao ranking 4 e 5.

J& 76% dos machos no substrato com vestigio quimico, apds o primeiro contato
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direto com a fémea, seguraram qualquer parte do seu corpo puxando-a para
préximo de si, tremendo e/ou balancando o metassoma e os 24% dos machos
restantes realizaram comportamentos referentes aos Rankings 2 e 3, todos o0s
machos demonstraram alteracdo em seu comportamento (Figura 1B). Trés
individuos na arena sem vestigios quimicos e dois na arena com vestigios
quimicos chegaram a fase de término da coOpula, depositando seus
espermatéforos no substrato.

Em ambos os ensaios com a fémea imével houve mudangas pontuais no
comportamento de copula do macho. A maioria dos machos (sem vestigios
quimicos da fémea n = 10/26; com vestigios quimicos da fémea n = 19/26)
agarraram o télson ou a quela e o terceiro par perna com as guelas e puxaram
a fémea a seu encontro, realizando constantes toques de suas queliceras no
corpo da fémea.

N&o houve diferenca no niumero de toques que o macho focal realizou nas
fémeas inertes entre os dois ensaios comportamentais (H = 2,1081; p = 0,1465),
assim como nao houve diferenca no numero total de investidas (H = 0,0044; p =
0.9471) e no tempo de duragéo das investidas que o macho focal realizou nas
fémeas inertes (H = 1,7123; p = 0,1907) (Figura 2A, B e C).

Figura 2 - (A) Média e erro padréo de toques que o macho focal realizou nas fémeas inertes em
substrato sem e com seus vestigios quimicos. (B) Média e erro padrédo de vezes que o macho
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focal segurou as fémeas inertes em substrato sem e com seus vestigios quimicos. (C) Média de
tempo que o macho focal passou segurando as fémeas inertes em substrato sem e com seus
vestigios quimicos.
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Fonte: Barbosa-da-Silva, H (2021).

4.3 RECONHECIMENTO SEXUAL SEM HCs
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A auséncia dos HCs néo afetou o reconhecimento sexual em T. pusillus.
Houve maior realizacdo de comportamentos sexuais dos machos focais apos o
contato direto com as fémeas inertes lavadas quando comparados aos machos
inertes e lavados (Z = 4,4501; p < 0,0001) (Figura 3).

Os machos focais demonstraram interesse ap0s o primeiro contato fisico
direto com as fémeas, aproximadamente 73% seguraram, puxaram, realizaram
o “Juddering” e balangaram o metassoma, comportamentos referentes aos
rankings 3, 4 e 5 (Figura 3). Nove individuos chegaram a terminar a copula apos
a deposicdao do espermatéforo no substrato. Ja quando os machos focais
realizaram o primeiro toque nos machos inertes e lavados, aproximadamente
93% dos machos ignoraram e continuaram andando e tocando as paredes da
arena ou realizou um segundo toque (28/30). Apenas dois individuos tentaram
segurar 0os machos inertes com suas quelas, porém nao houve deposi¢cdo do
espermatéforo em nenhum dos experimentos com machos reagindo a machos

lavados (Figura 3).

Figura 3 - Comparacéo das frequéncias dos ranques comportamentais de pds-toque, entre
fémeas e machos lavados com hexano e metanol, realizados por machos de Tityus pusillus.

Pdos-toque
30 4

W Fémeas lavadas

20 ~ (Z=4.4501, p= <0.0001) #® Machos lavados

10 +

Frequéncia

5 J I

0 e T I L T ﬁ T .
1 2 3 4 5

Ranques

Fonte: Barbosa-da-Silva, H (2021).

O macho focal realizou aproximadamente 2 vezes mais toques nas fémeas
lavadas nos machos lavados (H = 19,7077; p < 0,0001) (Figura 4A),

apresentaram aproximadamente 14 vezes mais investidas nas fémeas (44
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investidas) que nos machos (3 investidas) (H = 16,1936; p < 0,0001) (Figura 4B)
e passaram aproximadamente 3,7 vezes mais tempo segurando as fémeas com

suas quelas do que os machos lavados (H = 12,5005; p = 0,0004) (Figura 4C).

Figura 4. (A) Média e erro padrdo de toques que o macho focal realizou nos individuos lavados
com hexano e metanol. (B) Média e erro padrao de vezes que o macho focal segurou os
individuos lavados com hexano e metanol. (C) Média de tempo que o macho focal passou
segurando os individuos lavados com hexano e metanol.

A Toques nos individuos lavados
14 -
0 12 1 I
210 1
2 g
R
g
g ¢
2 .
0
Fémeas Lavadas Machos Lavados
B Investidas nos individuos lavados
2 -
w
g |
215
w
g |
z
= 1 i
[(}]
©
o©
T 05 -
‘@
=
0 e
Fémeas Lavadas Machos Lavados
c Tempo de investidas em individuos
lavados
600 -
°o
g 500 - T
€400
e |
© 300 -
© 200 A
@ 100 A
=
0
Fémeas Lavadas Machos Lavados

Fonte: Barbosa-da-Silva, H (2021).



39

5 DISCUSSAO

Foi identificada diferencga qualitativa no perfil de HCs entre fémeas e machos
da espécie T. pusillus, com compostos exclusivos tanto para machos quanto
para fémeas. A diferenca sexual quantitativa de HCs foi registrada para
Smeringurus mesaensis e Handrurus arizonensis (BLOMQUIST & BAGNERES,
2010). Em Paruroctonus mesaensis os hidrocarbonetos foram 0os compostos
mais abundantes encontrados na cuticula, seguidos de esteradis, alcéois, acidos
graxos livres e triacilglicerois em pequenas quantidades (HADLEY & JACKSON,
1977). n-Alcanos foram representativos, com 0 nonacosano e hentriaconotano
em maior concentracdo, seguindo o mesmo padrao de caracterizacdo dos HCs
em P. mesaensis. Entre os esterdis, o colesterol foi 0 Unico componente em
concentragdo identificavel no extrato de HCs em P. mesaensis (HADLEY &
JACKSON, 1977). A presenca de trés derivados de esterois exclusivos as
fémeas de T. pusillus identificados aqui podem estar presentes nos rastros
quimicos deixados por elas no substrato. A partir de poucas analises por GC-
MS, ainda inconclusivas, feitas de lavagens de papéis de filtro com hexano,
constatamos a presenca de tracos desses compostos onde fémeas estiveram
transitando por 48 h. Mais repeticdbes devem ser feitas para se obter uma
conclusdo sobre a composicdo destes feromdnios sexuais. A resposta
comportamental do macho foi registrada, tanto a areas pré-ocupadas por
fémeas, quanto a areas expostas ao extrato de seus HCs, no escorpido P.
mesaensis (GAFFIN & BROWNELL, 1992).

Machos de T. pusillus quando entram em contato direto com uma fémea
coespecifica imovel, realizam reconhecimento sexual, mesmo na auséncia de
estimulos comportamentais e/ou mecanicos na arena experimental. Essa
resposta foi influenciada por pistas/sinais quimicos depositados no substrato
pela fémea, que intensificaram as reagbes dos machos ao encontra-las e
induzindo o comportamento de corte. Estes resultados corroboram uma série de
investigacdes acerca das respostas comportamentais de algumas espécies de
escorpides frente a semioquimicos (PERETTI & ACOSTA, 1999; MELVILLE,
2003; MILLER & FORMANOWICZ, 2011; TAYLOR et al., 2012; PORDEUS et

al., 2019), sugerindo uma mudanca de paradigma que posicionava esses



40

artrépodes como organismos essencialmente responsivos a estimulos
processados por mecanorreceptores (BROWNELL, 2001).

Por sua vez o toque das quelas do macho nas fémeas inertes pode ser
considerado como um comportamento de reconhecimento, visto que a presenca
de estruturas de deteccdo quimica e fisica (os tricobétrios) estdo em sua maioria
nos pedipalpos (POLIS, 1990; BROWNELL, 2001). Ja& o ato de segurar as
fémeas com a realizacdo de comportamentos sexuais antes, depois ou em
conjunto, como balangar o telson, tremer o corpo, puxar e empurrar a fémea,
podem discriminar a intencéo do macho com realagéo as suas investidas. “Puxar
e aproximar” € o comportamento de corte mais frequentemente registrado
durante o promenade a deux em Bothriurus bonariensis (Koch, 1842)
(Scorpiones, Bothriuridae), assim como agarrar a fémea por qualquer parte
corporal seguida de reorientacdo até a posicao quelicera-quelicera (OLIVERO
et al., 2017). Em Centruroides margaritatus (Gervais, 1841) (Scorpiones,
Buthidae), o macho demonstra seu interesse sexual com as trepidacdes de seu
corpo antes ou apés o contato direto com as fémeas, a tentativa de seguré-las
vem logo em seguida, com as continuas trepidacdes (BRICENO & BONILLA,
2009).

A hipotese que coloca os HCs como um fator fundamental para o
reconhecimento sexual das fémeas pelos machos néo encontra suporte diante
dos experimentos realizados, visto que estes continuam realizando
comportamentos sexuais diante de fémeas que tiveram seus HCs retirados, ao
mesmo tempo em que ndo demonstram interesse sexual por machos sem HCs.
Ha sugestdo de que o reconhecimento sexual se dé através da percepcdo de
diferencas fisicas na superficie corporal das fémeas pelo macho (ALEXANDER,
1959), que estaria relacionada a caracteres morfolégicos dimérficos (CARRERA
et al., 2009; BOONCHAM et al., 2007; FOX et al., 2015; LIRA et al., 2018). O
presente estudo demonstra que a identificacdo sexual se da através do toque
direto em qualquer parte corporal da fémea, ndo necessariamente em estruturas
conspicuamente dimorficas.

Dos 30 machos que tiveram seus comportamentos observados, apenas dois
machos (6%) realizaram investidas a outros machos sem HCs, porém um deles
tentou canibalizar o macho inerte, deixando claro que sua investida né&o

apresentava intencdo sexual. Nenhuma tentativa de canibalismo foi registrada
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para com as fémeas sem HCs. Ha registros de canibalismo em T. pusillus, feitas
em campo a partir da observacdo de uma fémea se alimentando de juvenil e
outra canibalizando um macho adulto (LIRA et al., 2017) e o risco de canibalismo
pré-corte por parte de fémeas ndo receptivas e famintas também é bem
documentado para escorpides (PERETTI & ACOSTA, 1999; POLIS, 1980;
BROWNELL, 2001).

Quando ambos os individuos envolvidos na corte estdo vivos, a realizacao
de comportamentos restritos a determinadas fases da corte € comum, como as
ferroadas que o macho da nas fémeas para “acalma-las” quando nao estdo muito
receptivas na fase de iniciagdo (POLIS & FARLEY, 1979; POLIS, 1990).
Normalmente os machos de T. pusillus iniciam a fase do promenade a deux ao
segurar uma ou ambas as quelas da fémea até a posicao quelicera-quelicera
(LIRA et al., 2018). Neste estudo os machos se depararam com fémeas que néo
apresentam reposta comportamental e resisténcia as suas investidas sexuais,
portanto se viram livres para manipular e segurar qualquer parte corporal das
fémeas e realizar movimentos como o de puxa-las, guiando as fémeas inertes
ao encontro de um local adequado para a deposicdo do espermatoforo. De 70
machos que tiveram seu comportamento de copula registrado com fémeas vivas,
78% chegaram a depositar o espermatéforo no substrato (LIRA et al., 2018). No
presente estudo, apenas 25% dos machos realizaram a deposicdo do
espermatoforo diante de fémeas imoveis com e sem HCs, independentemente
da presenca de compostos deixados por fémeas no substrato indicando que o
comportamento de reacdo da fémea € um importante fator para a finalizacao da
copula.

Em resumo, o reconhecimento dos vestigios quimicos no substrato
deixados pela fémea é um gatilho para o comportamento de pré-corte, auxiliando
0 encontro do parceiro. No entanto, o reconhecimento através do contato direto
com a fémea é determinante para que haja o comportamento de corte. A
auséncia de movimentos por parte da fémea nao € um fator determinante no
reconhecimento sexual. Apesar da presenca de dimorfismo qualitativo dos HCs
na espécie ndo ha mediacdo do reconhecimento sexual através dos HCs.
Portanto a sugestédo de percepcao de diferencas fisicas na superficie corporal

levantadas por estudos anteiores se mostram um fator consideravel a ser
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explorado em estudos futuros referentes ao reconhecimento sexual em T.

pusillus.
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6 CONCLUSAO

Concluimos que o perfil de hidrocarbonetos cuticulares da espécie Tityus
pusillus apresenta dimorfismo qualitativo, no entanto os HCs nao séo
mediadores do reconhecimento sexual. A auséncia de movimentos realizados
pela fémea ndo é um fator determinante para o reconhecimento sexual na
espécie e o reconhecimento ocorre através do contato direto entre o macho e a
fémea, que por sua vez é um fator determinante para que haja a realizagcdo da

corte.
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