| [~Sg
[ [~
[ [~2

i

Zﬁ

=

US IMPAVIDA
L B ]

VIR

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOLOGIA ANIMAL

ANDREA KARLA LEMOS DA SILVA SENA

PERFIL NUTRICIONAL E FUNGAO REPRODUTIVA DO ESPERMATOFORO EM
CRYPTOLAEMUS MONTROUZIERI (COLEOPTERA: COCCINELLIDAE)

RECIFE
2025



ANDREA KARLA LEMOS DA SILVA SENA

PERFIL NUTRICIONAL E FUNGAO REPRODUTIVA DO ESPERMATOFORO EM
CRYPTOLAEMUS MONTROUZIERI (COLEOPTERA: COCCINELLIDAE)

Dissertagao apresentada ao Programa de
Pos-graduacdo em Biologia Animal da
Universidade Federal de Pernambuco
Centro Académico de Biociéncias, como
requisito para obtencao do titulo de Mestre
em Biologia Animal. Area de concentragio:
Biologia Animal.

Orientador: Dr. Wendel J. Teles Pontes
Coorientador: Franklin Magliano da Cunha

RECIFE
2025



.Catalogac¢éo de Publicacéo na Fonte. UFPE - Biblioteca Central

Sena, Andréa Karla Lenps da Sil va.

Perfil nutricional e funcdo reprodutiva do espermat 6foro em
Crypt ol aenmus nontrouzieri (Col eoptera: Coccinellidae) / Andréa
Karla Lenps da Silva Sena. - Recife, 2025.

45 f.: il.

Di ssertacao (Mestrado) - Universi dade Federal de Pernanbuco,
Centro de Biociéncias, Programa de P6s- Graduagdo em Bi ol ogi a
Ani mal , 2025.

Oientacdo: Wendel J. Tel es Pontes.

Coorientacéo: Franklin Magliano da Cunha.

Inclui referéncias e apéndice.

1. Joani nha predadora; 2. Conportamento sexual; 3. Recursos
reprodutivos. |. Pontes, Wendel J. Teles. Il. Cunha, Franklin
Magliano da. II1l. Titulo.

UFPE- Bi bl i ot eca Central




ANDREA KARLA LEMOS DA SILVA SENA

PERFIL NUTRICIONAL E FUNGAO REPRODUTIVA DO ESPERMATOFORO
EM CRYPTOLAEMUS MONTROUZIERI (COLEOPTERA: COCCINELLIDAE)

Dissertacado apresentada ao Programa de
Pos-graduagdo em Biologia Animal da
Universidade Federal de Pernambuco
Centro Académico de Biociéncias, como
requisito para obtencio do titulo de Mestre
em Biologia Animal. Area de concentrag&o:
Biologia Animal.

Aprovado em: 28 /01/ 2025.

BANCA EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente

b WENDEL JOSE TELES PONTES
g Ll Data: 04/02/2025 12:37:57-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Wendel J. Teles Pontes (Orientador)
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Decumento assinado digitalmente

b PEDRO IVO SIMOES
g ol Data: 04/02/2025 08:09:51-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Pedro Ivo Simdes (Examinador Interno)
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Documente assinado digitalmente

b MAURICIO SILVA DE LIMA
g ! Data: 04/02/2025 13:18:08-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Mauricio Silva Lima (Examinador Externo)
Universidade Federal de Alagoas - UFAL



AGRADECIMENTOS

Agradecer é expressar gratidao ou reconhecimento por algo recebido, por
uma agao realizada ou por um beneficio obtido. expressdo usada para
demonstrar apreco por uma gentileza, favor, presente ou qualquer ato que
desperte um sentimento de gratiddo. E eu sou eternamente grata a Deus por
colocar em meu caminho pessoas maravilhosas nessa jornada que contribuiram
para que esse trabalho fosse realizado.

Gostaria de comecar agradecendo a minha familia, que sempre me
apoiou em tudo. Vocés sempre foram a minha maior motivagao para nao desistir.
Amo muito cada um de vocés.

As melhores, Denielle Tomaz e Taiana Moura, muito obrigada por todas
as sessoes de terapia, por todo ombro amigo sempre disponiveis para me ouvir
e por todos 0s nossos treinos e risadas.

Ao meu orientador por toda parceria e amizade, pelo voto de confianca e
por comprar minhas loucuras cientificas. Aos meus parceiros € amigos do LEA,
sou eternamente grata a cada um por todo apoio e por todos os momentos que
tivemos ao longo desses anos.

Ao laboratério de fisiologia vegetal, em especial ao Dr. Marciel Oliveira e
aos alunos Gabriel Silva, Wanessa Carvalho, Mariana Santos e Marcela
Albuquerque que me receberam e me ajudaram, vocés foram essenciais neste
trabalho, sou muito grata por tudo.

Aos meus amigos que a vida académica me deu, Taina Santos, Carla Lima
e Gabriel Faierstein, por mais que tenhamos uma vida corrida sempre bom saber
que posso contar com vocés. Tenho aprendido muito com cada um e sei que vou
levar esses ensinamentos para vida toda.

Ao programa de poés-graduagdo em Biologia Animal (PPGBA), ao
coordenador Pedro Numes por sempre estar disponivel para nos ajudar.

agradego aos professores do PPGBA que de alguma forma também
contribuiram para este trabalho, e ao secretario da pés, Manuel Guimaraes,
sempre muito eficiente e rapido em resolver tudo que precisamos.

Por fim, agradego aos membros da banca por aceitarem em contribuir
para a melhoria desta dissertacao.



“A maior recompensa para o trabalho do homem néo é o
que ele ganha com isso, mas o que ele se torna com isso.”

- John Ruskin



RESUMO

Cryptolaemus montrouzieri, comumente conhecido como joaninha, € uma espécie de
besouro cujos machos produzem ejaculados nutritivos, representando uma contribuigao
significativa dos machos para a aptiddao reprodutiva das fémeas. Apesar dessa
relevancia para sobrevivéncia dos insetos, poucos estudos investigam o conteudo
nutritivo transferido pelos machos e o seu papel na fecundidade e fertilidade das fémeas.
Em espécies com multiplas copulas, os machos produzem ejaculados cuja proporgéao
de substancias alocadas varia de acordo com a dieta adulta. Diante do exposto,
avaliamos os nutrientes presentes nos espermatoforos de C. montrouzieri sob diferentes
exposicdes de dieta. Foram analisados macronutrientes que incluem proteinas, lipidios,
agucares e glicogénio, por meio de métodos colorimétricos. Desta forma, comparamos
as mudangas quantitativas nesses macronutrientes em machos alimentados com
cochonilhas Planococcus citri ad libitum (grupo controle), em condi¢cdes de restricao
alimentar de cochonilhas P. citri e com uma alimentagao nao presa, a base de mel. O
perfil de macronutrientes do grupo exposto a dietas controle com P. citri ad libitum ¢é
composta de espermatéforos com aproximadamente 49,62 pg/ml de lipidios, 5,18 pg/mli
de glicogénio, 3,25 pg/ml de agucares e 0,27 ug/ml de proteinas. Quando comparamos
o0s macronutrientes dos espermatéforos produzidos por machos sob restricao alimentar
ou alimentados com mel, ndo foi encontrada diferenga significativa. Além disso, a
fecundidade néo foi afetada, mas houve uma reducgao significativa na fertilidade das
fémeas que acasalaram com machos alimentados com mel com uma média de 56% de

eclosao, sendo o controle 65% e a restricao 74%.

Palavras-chave: comportamento sexual, joaninha predadora, recursos reprodutivos,

proteinas



ABSTRACT

Cryptolaemus montrouzieri, commonly known as the mealybug destroyer, is a beetle
species in which males produce nutrient-rich ejaculates, contributing significantly to
female reproductive fitness. Despite the importance of these ejaculates for insect
survival, few studies have investigated their nutritional composition and role in female
fecundity and fertility. In polyandrous species, males allocate varying proportions of
ejaculate components depending on adult diet. To address this gap, we analyzed the
nutrient composition of C. montrouzieri spermatophores under different dietary
conditions. Using colorimetric methods, we quantified macronutrients, including proteins,
lipids, sugars, and glycogen. We then compared macronutrient allocation in males fed
Planococcus citri mealybugs ad libitum (control), those subjected to dietary restriction of
P. citri, and those provided a non-prey diet based on honey. Spermatophores from the
control group, P. citri ad libitum, contained approximately 49.62 ug/ml of lipids, 5.18 pg/mi
of glycogen, 3.25 pg/ml of sugars, and 0.27 pg/ml of proteins. No significant differences
were observed in spermatophore macronutrient composition between males under
dietary restriction and those fed honey. Additionally, while fecundity remained unaffected,
female fertility was significantly reduced when mating with honey-fed males, with an
average hatching rate of 56%, compared to 65% in the control and 74% under dietary

restriction.

Keywords: sexual behavior, predatory ladybird, reproductive resources, proteins
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1.INTRODUGAO GERAL

A familia Coccinellidae pertence a ordem Coleoptera e sdo comumente conhecidos
como joaninhas (Omkar & Pervez, 2016). A familia inclui aproximadamente 6.000
espécies descritas, alocadas em cerca de 360 géneros e 42 tribos (Hodek & Honek,
2012). Os coccinelideos s&o holometabolos, passando pelas etapas de ovo, larva, pupa
e adulto. Quanto a alimentacdo, as joaninhas podem ser classificadas como
especialistas, quando se alimentam de uma ou poucas presas, e generalistas,
adaptando-se aos habitos alimentares e a disponibilidade de presas do ambiente
(Omkar & Pervez, 2016). Nesse sentido, a maiorias das espécies de joaninhas sao
predadoras, e tém despertado interesse devido ao seu potencial para o controle
biolégico (Hodek et al., 2012; Pervez et al., 2020), incluindo estudos sobre modelos de
interacdes ecoldgicas em razdo das mudancas climaticas (Skirvin et al., 1997; Samways
et al., 1999; Sloggett, 2021).

As joaninhas atingem a maturidade sexual logo ap6s a emergéncia do adulto, porém
em algumas espécies ha diferengcas no tempo de maturagcédo entre machos e fémeas
(Yadav & Pervez, 2022). A maioria das joaninhas séo proténdricas, ou seja, os machos
se tornam sexualmente ativos mais cedo que as fémeas (Omkar & Pervez, 2005). Para
as fémeas, a maturidade sexual esta relacionada ao desenvolvimento dos ovarios,
sendo a alimentagdo um importante modulador desse processo (Hodek et al. 2012).
Para os machos, a maturidade sexual esta diretamente relacionada ao sistema
hormonal, cujos testiculos amadurecem durante a fase de pupa, proporcionando aptidao
ao acasalamento logo apds a sua emergéncia (Hodek & Ceryngier, 2000).

O mecanismo de transferéncia de esperma desses insetos pode ser de forma direta
ou indireta, através de espermatéforo (Omkar et al., 2006). Nesse sentido, acredita-se
que os espermatoforos possam ser ofertados como presentes nupciais, ja que a maioria
das fémeas apos a transferéncia dos espermatozoides expelem os espermatoforos e se
alimentam dele (Perry & Rowe, 2010), ou podem ser também absorvidos através do
trato reprodutivo das fémeas e contribuir para uma maior producéo de ovos (Katakura
etal., 1994). Foi verificado joaninhas da espécie Adalia bipunctata conseguem aumentar
a sua producdo de ovos quando consomem os espermatodforos transferidos pelos
machos (Perry & Rowe, 2008). Para isso, as fémeas costumas realizar multiplas
copulas, beneficiando-se do ejaculado de varios parceiros (Pervez e Maurice, 2011;
Bayoumy & Michaud, 2014). Por essas razbes, o acasalamento e a transferéncia de
espermatéforos podem implicar em custos significativos, podendo inclusive

comprometer a longevidade desses insetos (Mishra & Omkar, 2006).
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C. montrouzieri € uma espécie de joaninha nativa da Australia, mais apresenta
uma distribuicdo em mais de 64 paises da América do Norte e do Sul, Caribe, Africa,
Asia, Oceania e Europa (Kairo, 2014). Essa espécie predadora é promissora no controle
de pragas (Solangi et al., 2012), pois suas larvas e adultos sdo capazes de reduzir
significativamente todos os estagios de cochonilhas (Hemiptera: Coccidae) em campo.
No entanto, foram registradas outras 35 espécies que sob escassez de presas
complementaram sua dieta (Kairo, 2022) sendo também capaz de suplementar sua
alimentacdo com pdlen ou néctar, cuja composicao apresenta baixo teor nutritivo para
a espécie podendo impactar o desempenho de suas fungdes bioldgicas (Giorgi et al.,
2009). Consequentemente, fémeas de C. montrouzieri submetidas a uma alimentagao
exclusiva de podlen, podem inibir o desenvolvimento dos ovarios e comprometer a
oviposicao por ndo desenvolverem seus ovarios (Marques et al., 2015), assim como
ocorre em outras espécies de joaninhas predadoras quando consomem apenas

alimentacao alternativa (Lima et al.,2020).

Durante o desenvolvimento dos o6rgaos reprodutores, os machos de C.
montrouzieri produzem grandes espermatéforos que exigem um tempo
consideravelmente longo para serem produzidos (De Lima et al.,2022), e sdo absorvidos
diretamente no trato reprodutivo das fémeas apds o acasalamento (Kaufmann,1996).
Desse modo, a dieta € um dos fatores mais importantes na qualidade do espermatéforo
e na viabilidade dos seus espermatozoides, pois 0s nutrientes absorvidos nos estagios
imaturos influenciam no sucesso do seu desenvolvimento (Chown & Nicolson, 2004;
Reyes-Ramirez et al.,, 2021). Diante disso, acredita-se que a produgao de grandes
volumes de ejaculados em joaninhas esta relacionada com a contribui¢gdo nutricional
que as fémeas precisam para a reprodugéao (Perry & Rowe, 2010; Perry & Crystal, 2013).
Embora alguns estudos tenham avaliado o perfil reprodutivo entre machos de
Coccinellidae sob diferentes tipos de dieta, cujas analises geralmente sio realizadas
através da medigao dos espermatoforos (Perry & Rowe, 2010), estudos que investiguem
o perfil quimico desses ejaculados ainda séo escassos, sabendo-se apenas que podem
ser compostos por lipidios, proteinas e carboidratos (Fisher, 1959).

Por essas razdes, testamos a influéncia de trés diferentes tipos de dieta no
desempenho dos espermatéforos de C. montrouzieri. Também levantamos a hipdtese
de que variagdes na qualidade e na quantidade de alimento ofertado aos machos na
fase adulta comprometem o desempenho reprodutivo das fémeas, afetando sua
fecundidade e fertilidade. Para atingir esses objetivos, foi realizada uma analise entre
espermatéforos de machos submetidos a diferentes tipos de dieta e sua influéncia na

concentracao dos macronutrientes de reserva energéticas.
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2.REFERENCIAL TEORICO

Nas espécies com reproducio sexuada, a transferéncia de gametas pode se dar
de forma indireta, onde os machos encapsulam os espermatozoides em estruturas que
serao transferidas para as fémeas, denominados de espermatoforos (Figura 1 A) (Gillott,
1996; Proctor, 1998). Acredita-se que os espermatéforos surgiram como uma forma de
adaptacao inicial a vida terrestre, protegendo os gametas masculinos até que estejam
dentro do trato reprodutivo da fémea (Davey,1960). Em insetos de ordens mais
derivadas, a transferéncia de espermatozoides ocorre de forma direta, onde os machos
desenvolveram um 0rgdo reprodutor capaz de transferir os espermatozoides
diretamente no receptaculo reprodutivo das fémeas, onde a produgao do espermatéforo
ainda se conserva ou desaparece completamente (Figura 1 A) (Gillott, 1996; Proctor,
1998).

Embora a principal fungdo do acasalamento seja a transferéncia de gametas, os
ejaculados masculinos contém outras substancias que sdo produzidas por diversas
partes do aparelho reprodutor masculino, como dos tecidos secretores do trato
reprodutivo, vesiculas seminais, ducto ejaculatorio, bulbo ejaculatério, testiculos e
principalmente das glandulas reprodutivas acessérias (GRA) e transferidas para as
fémeas durante o acasalamento (Avila, 2011). Quando os machos transferem
espermatoéforos nutritivos para as fémeas, essa contribuicdo pode ser considerada uma

forma de “presente nupcial”’ (Lewis & South, 2012).

2.1 Presentes nupciais

Durante o cortejo ou cépula, os materiais fornecidos por um doador a um
receptor aumenta a aptiddo reprodutiva do receptor, que vao além dos gametas
necessarios para fecundacao (Lewis et al., 2014), podendo ser ofertados alimentos,
partes do corpo do macho, hemolinfa, secre¢bes de glandulas salivares e fluidos
seminais (Lewis & South, 2012). Embora sejam diversos, os presentes nupciais podem
ser classificados segundo sua origem, como enddgenos ou exdgenos, como também

segundo a forma como sao absorvidos pelos receptores em oral e genital (Vahed, 1998).

Segundo a sua origem, os presentes nupciais podem ser enddégenos, quando
produzidos pelos doadores, ou exdgenos, quando os doadores captam ou recolhem
(Lewis et al., 2014). Os presentes exégenos sdo geralmente sementes ou presas que
sdo capturados pelos doadores e oferecidos durante a corte ou copula. Essas agoes
podem aumentar o sucesso do doador para o acasalamento, influenciando na duragao

da copula e na transferéncia de espermas, uma vez que os receptores avaliam
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frequentemente o presente recebido antes do acasalamento e alimentam-se deles
durante a copula (Lewis et al., 2014). Em Hylobittacus apicalis (Mecoptera: Bittacidae),
por exemplo, os machos capturam pequenos artrépodes e oferecem as fémeas durante
a corte. As fémeas consomem a presa oferecida ao mesmo tempo que os machos
realizam a copula (Thornhill, 1980).

Por outro lado, os presentes enddgenos sdo aqueles produzidos pelo préprio
doador, que podem ser fornecidos através de hemolinfa, partes do corpo do doador e
podem também ser frutos de glandulas secretoras, como as salivais ou reprodutoras
(Gershman et al.,, 2013). Em diversas espécies de grilos (Tettigoniidae), os machos
produzem spermatofilax, uma secrecéo nutritiva que é transferida durante a copula, e

utilizadas pelas fémeas como alimento aumentando a producao de ovos (Wedell, 1993).

Quando os presentes nupciais sdo classificados da maneira como sao
absorvidos pelos receptores, podem ser agrupados em orais e genitais. Os presentes
nupciais orais sdo aqueles que sdo consumidos via aparelho mastigador e absorvidos
pelo trato digestivo das fémeas, geralmente logo apds a copula. Incluem-se neste grupo
muitos Micropteros (Gwynne, 1984; Thornhill,1976) diversas espécies de grilos
(Gwynne, 1990; Wedell, 1993) e coledpteros (Fu et al., 2012). Os presentes nupciais
genitais sdo aqueles que s&o absorvidos diretamente pelo trato reprodutivo das fémeas,
como as paredes internas da bursa copulatrix, cujo padréo ocorre em diversas espécies
de Lepidoptera (Lewis et al.,, 2014). Os presentes nupciais enddégenos glandulares
podem fornecer nutrientes que de outra forma seriam escassos nas dietas dos
receptores, incluindo macro e micronutrientes, agua e produtos quimicos de defesa
(Lewis et al., 2014).

Na maioria dos taxons, o presente nupcial representa o esforgo e a contribuigao
dos machos para o fitness reprodutivo das fémeas (Liu et al., 2015). Estudos sobre a
contribuicdo dos machos para o sucesso reprodutivo sdo amplamente documentados
na literatura, em relagdo a diversas espécies de insetos (Wickler,1986, 1994; Quinn &
Sakaluk, 1986; Simmons & Parker, 1989; Jia et al., 2000; Gwynne, 2008; Lehmann et
al., 2018; South & Lewis, 2011; Lewis et al., 2014; Pérez-Rodriguez et al., 2019; Perry,
2011). Muitos autores descrevem o presente nupcial como uma forma de investimento
parental, para que as fémeas produzam o maior numero de descendentes viaveis
possivel (Trivers, 1972; Thornhill, 1976a). Esse comportamento também é descrito
como um esforgo de acasalamento, seja para motivar a fémea a acasalar ou otimizar a
transferéncia do ejaculado (Boldyrev, 1915; Thornhill, 1976b; Sakaluk, 1984). Para
espécies onde o ambiente apresenta uma alta flutuagéo na disponibilidade de alimento

e outras fontes nutritivas, os presentes nupciais podem suprir essa escassez como
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mecanismo de selegéo sexual e maximizagao de uma reprodugao bem-sucedida (South
& Lewis et al., 2011; Marshall, 1982).

Os experimentos desenhados para quantificar essa contribuicdo masculina
recorrem principalmente a duas metodologias: observacdes indiretas, nas quais se
examina o impacto pds-copula na performance reprodutiva das fémeas, considerando
aspectos como longevidade e fecundidade (McLain et al., 1990; Wagner et al., 2001),
ou observagdes diretas, por meio da quantificacdo de presentes nupciais oferecidos
pelos machos. No caso de presentes nupciais transferidos durante a cépula, o método
mais comum para mensurar a contribuigdo masculina é a analise do ejaculado. A
medicao de espermatoforos pode ser realizada por estimativas de volume, baseado na
medigao direta de comprimento e largura (He & Tsubaki, 1991; Royer & McNeil, 1993;
Jiménez-Pérez & Wang, 2003), pesagem direta (Wedell, 1993; Sturm, 2014), ou de
forma indireta, por meio da diferengca de massa dos adultos antes e apds a copula
(Lauwers & Van Dyck, 2006; Marcotte et al., 2007).

Embora pouco explorada, a composi¢cao quimica dos espermatéforos pode ser
analisada para fornecer informacdes mais detalhadas sobre a qualidade e a quantidade
dos compostos alocados para a reprodugdo (Scolari et al., 2016; Pérez-Rodriguez et al.,
2019). A analise bioquimica do ejaculado se destaca pela maior precisdo, permitindo
nao apenas quantificar, mas também avaliar qualitativamente as substancias envolvidas
na reproducgdo, proporcionando uma compreensao mais profunda do impacto dessas

substancias na fecundidade e longevidade das fémeas.

2.2 Composicao do espermatoéforo e principais fungoes do fluido seminal

Em insetos, os machos produzem ejaculados complexos, que contém mais do que
apenas espermatozoides (Wheller, 2009). A estrutura do espermatéforo e o mecanismo
de transferéncia diferem entre as ordens de insetos (Happ, 2014). No geral, sao
sintetizados pelas glandulas reprodutoras masculinas (GRM) e consiste em uma
secrecao viscosa, que € moldada pelas estruturas internas do macho ou da fémea apds
sua insergao no trato reprodutivo feminino (Klowden, 2001).

A atividade secretora das GRM e de outros tecidos associados ao sistema
reprodutivo sdo controladas pelo sistema neuroenddécrino (Herman, 1993). Para os
insetos machos, as GRM produzem secre¢des essenciais que facilitam a transferéncia
de espermatozoides e atuam na protecao dos gametas (Leopold, 1976). No entanto, em
varias espécies, as secregoes das GRM apresentam um papel multifuncional, que
parece ser exclusiva de insetos, como modular a fisiologia e 0 comportamento das

fémeas (Gillott, 2003). Machos podem destinar diversas substancias para a composigao
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do ejaculado. Sua composi¢dao pode incluir, proteinas e peptideos seminais,
carboidratos, lipidios, vitaminas e sais minerais, agucares, acidos nucléicos, compostos
defensivos, agua, aminoacidos, supressores de imunidade, células de imunidade,

horménios, acido urico, entre outros macros e micronutrientes (Figura 1 B) (Poiani, 2006;

Perry et al., 2013; Hopkins et al., 2018).

O componente nao espermatico do fluido seminal cumpre trés fung¢des principais
para os machos, a contribuicdo na capacitacdo espermatica, influencia na competicao
espermatica e a contribuicdo no processo de fertilizagcao dos ovos (Figura 1C) (Poiane,
2006). A contribuicdo na capacitagdo espermatica se da através de proteinas e
carboidratos secretadas nas GRA masculinas (Gillott, 1996). Em Tenebrio militor
(Coleoptera: Tenebrionidae) proteinas estruturais presentes nos espermatéforos, como
a trealase e agucares como a trealose, desempenham um papel importante na ativagado
dos espermatozoides na bursa copulatrix das fémeas (Yaginuma et al., 1996).

Durante a competicdo espermatica machos podem produzir tampdes ou inibidores
da receptividade feminina (Gillott, 1996) e substancias alospermicidas, que € a
capacidade de inibir, neutralizar ou destruir os espermatozoides de outros machos
dentro do trato reprodutivo da fémea, como em algumas espécies de moscas
Cyrtodiopsis (Fry & Wilkinson, 2004). O fluido seminal também pode auxiliar na
motilidade dos espermatozoides, tornando-os mais rapido durante a competigcdo
espermatica, principalmente nos casos em que a fémea copula com mais de um macho

em curto espago de tempo (Brinkhead et al., 1999) (Figura 1 C).

Quando absorvidas, as substancias transferidas na porcdo nado espermaticas do
fluido seminal podem provocar modificagdes fisioldgicas e comportamentais nas fémeas
(Gillott, 2003), como afetar a fertilidade (Wedell et al., 2006), acelerar a maturagdo dos
ovos (Fricke et al., 2010), aumentar a fecundidade (McLain et al., 1990) e suprimir a
receptividade sexual (Green & Tregenza, 2009). Fluido seminal transferidos via
espermatéforos também podem servir como fonte de alimento para as fémeas (Gilliott,
1996). Fémeas também podem utilizar o ejaculado como uma forma de medir a
qualidade de seu parceiro de acasalamento, sendo um fator determinante de boa
nutricdo (Andersson, 1994). Em diversos taxons, fémeas se beneficiam ao acasalarem
varias vezes. No entanto, ha efeitos negativos em alguns pardmetros biolégicos.
Fémeas que receberam mais ejaculado por meio de acasalamentos poliandricos
mostram maiores redugbes no tempo de vida em comparagdo com fémeas que

acasalaram repetidamente com o mesmo macho (South & Lewis, 2011) (Figura 1 C).
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2.2.1 Fatores que afetam a produc¢ao dos espermatéforos

Machos alocam substancias variadas na composi¢ao do ejaculado, e a qualidade e
quantidade dessas substancias sao fortemente dependentes de sua nutrigdo e seu
estado fisiologico (Rowe & Houle 1996). A producdo de componentes do ejaculado,
como proteinas, lipidios, e carboidratos, tem um custo energético elevado e os machos
parecem alocar seus recursos de forma estratégica, priorizando as oportunidades
reprodutivas quando sua condicdo nutricional permite, e reduzindo o investimento
quando os recursos sao escassos (Jia, et al., 2000, Marshall & McNeil, 1989). No geral,
machos bem nutridos produzem ejaculados enriquecidos o que lhe garante maior
aceitacado por parte das fémeas e tempos de cépula mais longos, fatores essenciais
para a fertilizacao bem-sucedida (Rowe & Houle 1996).

A frequéncia de acasalamento, € mais um fator que podem afetar a selecao de
substancias no fluido seminal (Kelly & Jennions, 2011). Em situagdes em que ha alta
competicdo espermatica, ou seja, quando as fémeas acasalam com multiplos machos,
0s machos tendem a aumentar a quantidade de esperma e outros componentes do
ejaculado como forma de assegurar maior probabilidade de fertilizacdo (Aluja et al.,
2009). Em espécies altamente polidndricas, a quantidade de proteinas nos
espermatoforos é significativamente maior do que em espécies monéandricas ou
monogamicas, representando uma grande parte de sua composi¢cado (Blanco et al.,
2009; Bissoondath & Wiklund, 1995). Quando macho oferece presentes nupciais, como
secregOes glandulares, a composi¢do do ejaculado pode variar de acordo com o

tamanho ou a qualidade desses presentes (Wedell,1994).

A disponibilidade e oferta de alimentos € uma questdo central nos sistemas de
acasalamento onde os machos oferecem presentes nupciais para as fémeas (Albo,
2014). Machos sao capazes de ajustar a qualidade de seus presentes nupciais de
acordo com as caracteristicas de futuras parceiras. Por exemplo, machos de Drosophila
melanogaster (Diptera: Drosophilidae) modificam a composi¢cao do fluido seminal em
resposta ao status de acasalamento das fémeas (Frick et al., 2010). Machos investem
em ejaculados maiores com fémeas virgens e pela sua qualidade fenotipica, como
tamanho do corpo (Kelly & Jennions, 2011).

As diferentes dietas que um macho tem acesso afetam diretamente a qualidade dos
ejaculados produzidos. Por exemplo, em Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae),
machos alimentados com dietas ricas em proteinas produziram espermatoforos
majoritariamente formados por conteudo proteico. No entanto, quando a dieta foi
modificada pela retirada de proteinas, consistindo apenas de carboidratos, observou-se

uma reducao de 35% na quantidade de proteinas alocadas (Reyes-Ramirez et al.,
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2021). Embora haja uma vasta literatura que mostra como a qualidade dos recursos
alimentares impactam o sucesso reprodutivo das fémeas (Marshall, 1982; Boggs,1990;
Guo et al., 2021; Badisco, 2013; Smykal & Raikhel, 2015; Fricke et al., 2010), estudos
sobre como esses recursos sao utilizados e manejados pelos machos em seus
ejaculados, especialmente em espécies que produzem espermatoforos, ndo fornecem

detalhes suficientes para o entendimento de como este mecanismo funciona.

Figura 1: Um modelo representativo dos modos de transferéncia, estrutura e fungéo do fluido
seminal em insetos.
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Fonte: a autora

(A) transferéncia de espermatozoide: a seta tracejada representa a introdugédo de espermatozoide na fémea. (1) a forma
em oval representa os espermatozoides que sdo encapsulados em espermatoforos. (2) a forma de gota representa a
transferéncia direta, onde os espermatozoides s&o transferidos diretamente no trato reprodutivo das fémeas. (B)
componentes que podem ser alocados no fluido seminal. (C) custos e beneficios associados a transferéncia de

substancias adicionais no fluido seminal, os efeitos podem ocorrer pré ou pés copula.

2.3 Biologia Reprodutiva de Cryptolaemus montrouzieri Mulsant,1853

Cryptolaemus montrouzieri € uma joaninha predadora com habitos generalistas que
consome diversas espécies de insetos (Kairo et al., 2013). Apresenta o desenvolvimento
holometabolo e sob condigbes ideias, completam seu ciclo em 27 a 30 dias (Figura 02
A) (Mani, 2008). Machos e fémeas atingem a maturidade sexual em periodos diferentes,
machos se desenvolvem e atingem a maturidade sexual antes das fémeas o que faz
com que o periodo de pré-acasalamento dure em torno de 5 a 7 dias, tempo estimado
para maturagao ovariana nas fémeas (Ferraz dos Santos, 2023). C. montrouzieri € uma
espécie que apresenta alta frequéncia de copula (Félix et al., 2022), e podem acasalar
com varios machos diferentes, (Jayanthi et al., 2013), sendo a transferéncia de

espermatozoide indireta com producao de espermatoforos (Kaufman, 1996).
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Liu et al. (2016) descreveram o sistema reprodutor de C. montrouzieri,
apresentando as diferengas estruturais entre machos e fémeas. No macho, o sistema é
composto por duas glandulas acessoérias, um par de testiculos esbranquigcados em
formato de cacho de uvas, um par de vasos deferentes, uma vesicula seminal, um ducto
ejaculatério, um 6rgao copulador (edéago) e um 6érgao auxiliar chamado tégmen. Os
ductos deferentes conectam os testiculos a vesicula seminal, onde os espermatozoides
sdo coletados e, durante a copula, sdo transferidos a fémea pelo 6rgao copulador
(Figura 02 B1). No sistema reprodutor feminino, ha um par de ovarios contendo entre
10 e 14 ovariolos por lado, um par de ovidutos laterais, um oviduto mediano, uma
camara genital e uma espermateca. A espermateca, estrutura semicircular e quitinizada,
armazena os espermatozoides apos a coépula, e os ovidutos laterais se unem ao oviduto

mediano, que se abre na vagina (Figura 02 B2).

Estudos recentes tém descrito os mecanismos de funcionamento da biologia
reprodutiva de C. montrouzieri. Essa espécie produz espermatéforos (Kaufman, 1996)
que sao transferidos inicialmente para o saco de fertilizacdo da fémea, para em seguida
serem supridos com espermatozoides (Figura 02 B3) (De Lima et al., 2022). A
maturacdo ovariana € altamente dependente da qualidade alimentar, especialmente
uma fonte rica em proteinas, uma vez que fémeas adultas expostas a dietas exclusivas
de mel ou pdlen, ndo produziram ovos (Marques et al., 2014, Ferraz dos Santos et al.,
2023).

A alimentacao na fase adulta é fundamental para a reproducao, afetando tanto
machos quanto fémeas, uma vez que, quando ha reducao nas oportunidades de copula,
a taxa de consumo de presas é reduzida (Felix et al., 2022). A presencga constante dos
machos estimula a producao de ovos, em comparagao com fémeas com poucas ou uma
Unica copula (De Lima et al., 2022, Felix et al., 2022), o que sugere que provavelmente
machos sejam capazes de passar substancias nutritivas ou estimulantes de oviposigéo
através da copula. Esses resultados sugerem fortemente que machos de C.

montrouzieri recorrem a alimentacao na fase adulta para produzir seus espermatoforos.

Nesse sentido, estudos sobre o perfil bioquimico e os efeitos da alimentagao na
alocagdo de macronutrientes via espermatéforos em C. montrouzieri ainda sao
escassos, limitando-se muitas vezes a efeitos indiretos nas fémeas, como a fertilidade
e a fecundidade nas fémeas (De Lima et al., 2022; Felix et al., 2022) ou a estudos sobre
a sua biologia reprodutiva ou efeitos da alimentagdo no seu desenvolvimento (Silva-
Junior & Pontes, 2024; Ferraz dos Santos et al., 2023; Xie et al., 2015) e muitos estudos
sobre seus efeitos predatérios (BIBI et al., 2023; Kairo et al., 2013 ). Mediante ao

exposto, o presente trabalho busca preencher essa lacuna ao investigar diretamente o
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perfil bioquimico e os efeitos da alimentagdao na alocagdo de macronutrientes via

espermatéforos em C. montrouzieri, contribuindo para uma compreensdo mais

detalhada dos mecanismos reprodutivos da espécie.

Figura 2: Ciclo bioldgico e aparelho reprodutor de C. montrozieri.

(Hansen & Sagvolden , 2007)

Adulto

(De Lima et al., 2022)

Espermatdforo

(Liu etal, 2016)

(Liuetal, 2016)
Fémea

Macho

Fonte: a autora

(A) Ciclo de vida de C. montrouzieri: fase de ovo, larva que é subdividida em 4 instas, pupa
e adulto. (B) (1) Aparelho reprodutor masculino - Ed: Ducto Ejaculatério; P: Pénis/Edeago;
Pg1: Glandula Paragénica 1; Pg2: Glandula Paragbnica 2; Sv: Vesicula Seminal; T: Testiculo;
Te: Tegmen; Vd: Ducto Deferente. (2) Aparelho reprodutor feminino - Tr: Traqueia; Ge:
Camara Genital; Gp: Placa Genital; Lo: Oviduto Lateral; Mo: Oviduto Mediano; Ov: Ovariolo;
Sp: Filamento Terminal. (3) Bursa copulatix, area destacada representa um espermatéforo

transferido apds 30 minutos de copula.
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3.0BJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar os espermatoforos de C. montrouzieri expostos a diferentes tipos de dieta e
suas contribuigcdes na reproducao das fémeas

3.2 Objetivos especificos
» Testar diferencas no perfil bioquimico de lipidios, aglUcares e proteinas em
espermatoéforos transmitidos por machos adultos de C. montrouzieri alimentados

ad libitum, com alimentacgao restrita ou com mel.

» Avaliar efeitos sobre a fecundidade e fertiidade de fémeas acasaladas com
machos submetidos a diferentes tipos de alimentacao.
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4. A COMPOSIGAO DE MACRONUTRIENTES DOS ESPERMATOFOROS DE
CRYPTOLAEMUS MONTROUZIERI VARIA DE ACORDO COM A ALIMENTAGCAO
DOS MACHOS?

4.1 INTRODUGAO

Pesquisas sobre as contribuicbes masculinas para a reprodugcdo sdo abundantes
na literatura, e sdo comuns entre diversas espécies de insetos. A quantificacdo das
contribuigcdes do macho geralmente é feita de duas maneiras: por meio de observagdes
indiretas dos efeitos pds-cépula no desempenho reprodutivo das fémeas, como
fertilidade e fecundidade (McLain et al., 1990; Wagner et al., 2001), ou por observagdes
diretas, medindo os presentes nupciais fornecidos pelos machos. No caso dos
presentes nupciais repassados via cépula, a maneira mais comum de quantificar a
contribuigcdo do macho é através da medi¢ao do ejaculado. Espermatéforos podem ser
avaliados estimando seu volume (He & Tsubaki, 1991; Royer & McNeil, 1993; Jiménez-
Pérez & Wang, 2003), podem ser pesados (Wedell, 1993; Sturm, 2014), medindo a
diferenca de peso dos adultos antes e depois da copula (Lauwers & Van Dyck, 2006;
Marcotte et al., 2007) ou analisando sua composi¢cdo quimica (Scolari et al., 2016;
Pérez-Rodriguez et al., 2019). A analise bioquimica do ejaculado € mais precisa, pois
avalia tanto a quantidade quanto a qualidade das substancias alocadas para a
reprodugdo e seu impacto na reproducéo das fémeas.

O perfil bioquimico do ejaculado pode variar devido a fatores como a frequéncia de
copulas. Em espécies poliandricas, a quantidade de proteinas alocadas nos
espermatéforos € significativamente maior do que em espécies monéandricas ou
monogamicas, representando grande parte de sua composi¢ao (Blanco et al., 2009;
Bissoondath & Wiklund, 1995; Marshall, 1985). A fracdo ndo proteica & geralmente
menor e pode incluir peptideos, glicogénio, agucares, lipidios, compostos defensivos,
aminoacidos, supressores imunoldgicos e células imunoldgicas (Poiani, 2006; Perry et
al., 2013; Hopkins et al., 2018). Componentes ndo espermaticos dos espermatéforos
podem induzir mudangas fisiolégicas e comportamentais nas fémeas apds a absorgao
(Gillott, 2003), como afetar a fertilidade (Wedell et al., 2006), acelerar a maturagdo dos
ovos (Fricke et al., 2010), aumentar a fecundidade (McLain et al., 1990) e suprimir a
receptividade sexual (Green & Tregenza, 2009).

A proporcao de compostos alocados nos ejaculados, também ¢ influenciada por
alteragdes na dieta adulta. Por exemplo, Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae)
alimentado com dietas ricas em proteinas produziu espermatéforos com maior contetido

proteico, enquanto uma dieta exclusivamente a base de carboidratos resultou em uma
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reducdo de 35% na alocagdo de proteinas (Reyes-Ramirez et al., 2021). Varias
espécies do género Poecilimon (Orthoptera: Gryllidae) produzem espermatéforos com
teores de proteinas que chegam a 27% em peso umido quando consomem
exclusivamente sementes, mas mostram uma perda significativa na alocacdo de
proteinas nos espermatéforos apds a ingestao de uma dieta menos rica, reduzindo em
até 4% a proporcao de proteinas alocadas (Wedell, 1994). Tornando assim a

disponibilidade de alimentos uma questao central nos sistemas de acasalamento onde

0s machos contribuem nutritivamente para a reprodugéo das fémeas (Albo, 2014).

Em Coccinellidae, muitas espécies realizam cépulas multiplas (Omkar et al., 2005),
estimulando as fémeas a depositarem mais ovos com o aumento da frequéncia de
copulas (Omkar & Mishra, 2005). A copula é energeticamente custosa para os machos,
exigindo compensacao por meio da ingestao alimentar (Perry & Tse, 2013). Embora os
estudos sobre as contribuigbes masculinas geralmente sejam baseados na medigdo dos
espermatoforos (Perry & Rowe, 2010), o perfil quimico dos ejaculados produzidos por
Coccinellidae ainda € pouco compreendido, com conhecimento limitado a presenca de
lipidios, proteinas e carboidratos em individuos alimentados com sua presa principal
(Fisher, 1959).

Em Cryptolaemus montrouzieri (Coleoptera: Coccinellidae), as fémeas exibem alta
frequéncia de copulas (Jayanthi et al., 2013), e a dieta das fémeas afeta a reproducao,
impactando a maturagao ovariana (Santos et al., 2023) e a oviposigéo (Marques et al.,
2015). Da mesma forma, oportunidades reduzidas de cépula resultam em menores
taxas de consumo em ambos os sexos, devido a diminuicdo das demandas reprodutivas
para produgéo de ovos ou dos espermatoforos (Félix et al., 2022). Considerando que a
dieta dos adultos afeta o desenvolvimento ovariano em fémeas, levantamos a hipétese
de que ela também influencia a alocagao de nutrientes nos espermatoéforos produzidos

pelos machos.

Para testar essa hipotese, quantificamos os macronutrientes no espermatoforo de
C. montrouzieri quando alimentados com sua presa principal. Em seguida, testamos a
hipétese de que as propor¢cdes desses macronutrientes mudariam em machos
submetidos a restricao alimentar e em machos alimentados exclusivamente com mel
(um alimento suplementar com baixo teor proteico frequentemente testado para
joaninhas em condi¢des laboratoriais; ver Sun et al., 2024; Schuldiner-Harpaz & Coll,
2016). Realizamos uma analise bioquimica quantitativa dos macronutrientes utilizando
métodos colorimétricos. Finalmente, testamos a hipotese de que a fecundidade e
fertilidade das fémeas seriam reduzidas ao acasalar com machos criados sob restricao

alimentar ou alimentados com mel.
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4.2 METODOLOGIA

Os adultos foram obtidos na coldnia de Cryptolaemus montrouzieri estabelecida no
Laboratério de Entomologia Aplicada (LEA) da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Os individuos foram mantidos sob condi¢des constantes de temperatura e
umidade relativa (25 + 1 °C, 40 £ 10%) e fotoperiodo de 12 horas. Larvas e adultos da
colénia de C. montrouzieri foram alimentados com fémeas de Planococcus citri
(Hemiptera: Pseudococcidae). As colbnias de P. citri foram mantidas em laboratorio e
alimentadas com abdéboras da variedade "jacarezinho" (Cucurbita moschata) adquiridas
comercialmente. As larvas de C. montrouzieri no ultimo instar foram separadas e
colocadas individualmente em placas de Petri (8 cm x 1,5 cm). Apds a emergéncia dos
adultos (< 24h), os individuos foram sexados, e as fémeas e os machos foram

separados individualmente para uso nos experimentos.

4.2.1 Dieta dos adultos

As fémeas utilizadas nos experimentos foram mantidas com alimentacéo padrao de
fémeas adultas da cochonilha P, citri, ad libitum. Os machos foram submetidos a
diferentes tratamentos alimentares: 1) Controle: na qual foram alimentados com fémeas
adultas de P. citri, ad libitum. 2) Restricdo Alimentar: duas fémeas adultas de P. citri, a
cada dois dias, determinados em testes preliminares para encontrar a quantidade
minima de presa necessaria para garantir a sobrevivéncia dos machos adultos até o
final dos experimentos. 3) Mel: ndo baseados em presas, onde os machos foram
alimentados apenas com mel comercial (Apinario Zumbi dos Palmares®; 70Kcal e 18 g
de carboidratos por porgao de 20 g, com quantidades néao significativas de proteinas,
gorduras totais, gorduras saturadas, gorduras trans, fibras alimentares e sodio) a 30%,

embebido em algodao hidrofilico.

4.2.2 Obtencao dos Espermatoforos

Os machos foram alimentados com as respectivas dietas por um periodo de 7 dias
antes do inicio dos experimentos. Apds o periodo de alimentagdo, os machos de
diferentes tratamentos foram pareados com fémeas em recipientes cilindricos de acrilico
(1,9 cm x 3,4 cm) e colocados para copular. Foi considerado uma copula completa
quando o macho inseriu seu edéago na fémea e permaneceu na posi¢cao de cépula por
pelo menos 15 minutos antes de se retirar voluntariamente. Caso a cépula néo
ocorresse durante o periodo de observagao (6 horas consecutivas), os adultos eram
separados e pareados novamente apds 24 horas. Este procedimento foi repetido trés
vezes. Fémeas que nao copularam foram descartadas. Ao fim das cépulas completas,

parte das fémeas foram dissecadas para remocdo e avaliagdo bioquimica dos
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espermatoéforos e outra parte foi isolada novamente em placas de petri para acompanhar

a fertilidade e a fecundidade

Para determinar se as dietas poderiam afetar o volume de espermatéforos
produzidos pelos machos, foi analisada uma amostra de espermatéforos provenientes
de machos alimentados com cochonilhas ad libitum, o controle (0,85 + 0,18 mm?) (n=8),
submetidos a restricdo alimentar (1,12 £ 0,19 mm?) (n=8) e alimentados com mel (1,11
t 0,25 mm?3) (n=3) (de acordo com De Lima et al., 2022) e comparados. Ndo foram
encontradas diferencas significativas no volume dos espermatéforos entre os
tratamentos (teste de Kruskal-Wallis Hi2) = 0,8492; P = 0,6745).

4.2.3 Andlise Bioquimica dos Espermatéforos

Para a andlise bioquimica quantitativa dos espermatéforos, foram analisadas
proteinas totais, utilizando o protocolo de Bradford (1976), e lipidios, glicogénio e
acucares totais, pelo método de Van Handel (1985). Os protocolos foram ajustados para
permitir que houvesse leitura, uma vez que s&o estruturas pequenas e o0s
espermatoforos de C. montrouzieri apresentam um volume médio de 3,4 mm?(De Lima
et al. 2022). Experimentos preliminares foram realizados para encontrar o nimero
minimo de espermatodforos necessarios para leituras precisas. Um pool de cinco
espermatdéforos foi utilizado para cada analise. Cada pool foi considerado uma repeticao

e cada tratamento teve 10 repeticdes, totalizando 50 espermatdéforos por tratamento.

4.2.3.1 Proteinas Totais

A curva padrao para as analises de proteinas foi padronizada com albumina sérica
bovina (BSA) conforme descrito no protocolo de Bradford (1976) (figura 3). As amostras
foram analisadas utilizando um espectrofotometro Kasuaki®, calibrado a uma
absorbancia de 595 nm e o teor de proteina foi calculado segundo a curva de calibragao

padréo previamente estabelecida (Apéndice A).
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Figura 3: Metodologia Bradford (1976) para andlise de proteinas.
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4.2.3.2 Lipidios, Acucares e Glicogénio

Inicialmente foram realizadas as extragfes para separacdo dos componentes para
as analises bioquimicas (Figura 4) e em seguida as quantificagdes de lipidios (Figura
5B), glicogénio (Figura 5C) e agucares (Figura 5 A) conforme descrito no protocolo de
Van Handel (1985). A curva de calibracdo para a andlise de lipidios foi padronizada
com o6leo de soja comercial, e a curva de calibracdo para a andlise de glicogénio e

acucares foi padronizada com glicose anidra em agua deionizada (Apéndice A).

Figura 4: Método de extragado para analise de Lipidios, Glicogénio e Agucares.
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Figura 5: Metodologia da analise bioquimica de Lipidios (B), Glicogénio(C) e Agucares(A).
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4.2.4 Fecundidade e Fertilidade

Para analisar se a dieta do macho afeta a fecundidade e a fertilidade das fémeas,
machos de cada tratamento (n=30) foram pareados em recipientes cilindricos de acrilico
(1,9 cm x 3,4 cm) e colocados para copular. Apés a copula, os machos foram
descartados e as fémeas foram individualizadas em placas de Petri de acrilico (60 x 15
mm) para ovipositar. A contagem dos ovos comecou 24 horas ap6s a cépula. O nimero
de ovos foi contado diariamente por 10 dias para avaliar a fecundidade e estes foram
transferidos para novas placas de Petri. As massas de ovos diarios foram monitoradas
por até cinco dias apds a postura, registrando-se a emergéncia das larvas para avaliar

a fertilidade. Ovos que nao eclodirem durante este periodo foram considerados inférteis.
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4.2.5 Andlise estatistica

Os dados foram analisados quanto a normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk
e quanto a homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett. Dados com distribui¢cao
normal e varidncia homogénea foram analisados por ANOVA. Dados que néao
atenderam a esses critérios foram analisados com ferramentas estatisticas néo
paramétricas. As quantidades médias de proteinas, lipidios, glicogénio e aclcares entre
os tratamentos foram comparadas utilizando o teste de Kruskal-Wallis para amostras
independentes. As variacbes nas quantidades de nutrientes em relacdo as dietas
(controle, restricdo e mel) foram comparadas por meio de ANOVA unidirecional para
dados homogéneos, seguido pelo teste post-hoc de Tukey, e Kruskal-Wallis para dados
heterogéneos (como o glicogénio).

Enquanto os dados de fecundidade atenderam aos critérios de normalidade e foram
analisados por ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Os dados de fertilidade
nao atenderam ao pressuposto de normalidade e, portanto, foram analisados utilizando
0 Modelo Linear Generalizado (GLM) com distribuicdo de Poisson para dados de
contagem. As analises foram realizadas nos softwares estatisticos R (verséo 4.1.3) e
SPSS (versao 20).

4.3 RESULTADOS

O perfil bioquimico do pool de espermatéforos controle de C. montrouzieri
alimentados com P. citri ad libitum foi composto por 248,13 + 21,74 ug/ml de lipidios,
25,93 + 1,40 pg/ml de glicogénio, 16,28 + 2,42 ug/ml de agucares e 1,37 = 0,07 pg/ml
de proteinas, indicando que um Unico espermatéforo deve apresentar 49,62ug/ml de
lipidios, 5,18 pg/ml de glicogénio, 3,25 pg/ml de aglcar e 0,27 ug/ml de proteinas.

A analise comparativa dos espermatoforos de machos submetidos a dietas restritas,
pobres em proteinas, e alimentados com mel ndo revelou diferencas significativas.
Machos em dieta restrita alocaram 1,29 + 0,05 ug de proteinas, enquanto machos
alimentados com mel alocaram 1,54 + 0,13 pg (H) = 3,026; P = 0,2) (Figura 6 A). Os
lipidios foram os compostos mais abundantes, com machos em dieta restrita produzindo
310,27 £ 20,07 pg e machos alimentados com mel produzindo 241 + 23,60 pug (Hp) =
4,942; P = 0,8) (Figura 6 B). Os niveis de glicogénio foram de 20,01 + 4,02 pg para
machos em dieta restrita e 17,185 + 3,75 pug para machos alimentados com mel (F, 27)
= 1,849; P = 0,176) (Figura 6 C). A alocacao de acucares foi de 25,46 + 4,46 ug para
machos em dieta restrita e 25,30 * 4,03 pg para machos alimentados com mel (F, 24) =
2,532; P =0,1005) (Figura 6 D).
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Nos testes de fecundidade e fertilidade, todos os machos submetidos aos diferentes
tratamentos dietéticos foram capazes de transferir espermatozoides vidveis. A
fecundidade média das fémeas que acasalaram com machos em dietas restritas ou
alimentados com mel nao foi significativamente diferente daquelas que acasalaram com
machos bem alimentados (GLM x?=33,14; P = 0,56) (Figura 7A). No entanto, as fémeas
gue acasalaram com machos alimentados com mel apresentaram menor fertilidade (H)
= 10,56; P = 0,005) em comparacdo as fémeas que acasalaram com machos
alimentados com P. citri, independentemente da quantidade oferecida. A fertilidade das
fémeas que acasalaram com machos em dietas restritas néo diferiu significativamente
daquelas que acasalaram com machos alimentados com P. citri (P = 0,54; Figura 7B).

Durante as observagBes das copulas, notava-se que as fémeas demonstraram
maior resisténcia ao acasalamento com machos em restricdo alimentar, e os machos
alimentados com mel mostraram-se menos ativos em iniciar a copula, necessitando de
mais tentativas para alcangar um acasalamento bem-sucedido.

Figura 6: Niveis de proteinas (A), lipidios (B), glicogénio (C) e agucares (D) em espermatéforos
de C. montrouzieri em diferentes regimes alimentares.
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Figura 7: Fecundidade (A) e fertilidade (B) de fémeas de C. montrouzieri copuladas com
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4.4 DISCUSSAO

O perfil bioquimico dos espermatéforos de C. montrouzieri revela que os lipidios
sdo 0 componente mais abundante (representando 85% do volume total), quase dez
vezes mais que o glicogénio, a segunda substancia mais abundante (8,9%). Em
contraste, tanto os agucares quanto as proteinas s80 0S componentes menos
abundantes (5,5% e 0,46%, respectivamente). Dado o papel essencial das proteinas na
vitelogénese e na maturacdo dos ovos na maioria das espécies de insetos (Zhai et al.,
1984; Cordero, 1995; Perry & Rowe, 2008), era esperado que elas fossem o principal
composto do ejaculado transferido nos espermatéforos. No entanto, em C. montrouzieri,

os lipidios se destacam como os componentes predominantes no espermatoforo.

Em espécies altamente poliandricas, o contetdo de proteinas nos espermatéforos
pode ser até 15 vezes maior do que em espécies com menores frequéncias de cépula
(Bissoondath & Wiklund, 1995). Entre os besouros, a concentracdo de proteinas nos
espermatoforos de C. montrouzieri (0,27 pg/ml) é inferior a de Diabrotica virgifera
virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae) (84,56 = 5,99 pg/ml) (Murphy & Krupke, 2011) e
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) (255,4 + 18,2 pg/mm2) (Reyes-Ramirez et
al., 2021), ambos conhecidos por transferirem presentes nupciais (Murphy & Krupke,
2011; Drnevich et al., 2001).

Todavia os lipidios representam o0 maior macronutriente alocado nos
espermatoforos para as fémeas e estdo associados a produgdo de horménios
importantes, incluindo ecdisteréides e horménio juvenil (Cohen, 2015), sendo cruciais
para o desenvolvimento embrionario e a produ¢do de ovos em coccinelideos (Sloggett
& Lorenz, 2008). Com o glicogénio, os lipidios participam de sinteses importantes que
desempenham um papel essencial durante as primeiras etapas da clivagem na
embriogénese (Fraga et al., 2013) e podem ser uma valiosa fonte energética a ser
alocados em espermatoforos, representando uma forma de investimento dos machos
(Marshall, 1982). No entanto, em C. montrouzieri, as presas séo ricas em lipidios e

acessiveis nas fases larval e adulta, tornando essa explicagdo menos plausivel.

Os agucares sao utilizados em vias metabdlicas para produzir energia em forma de
ATP (adenosina trifosfato) e construir moléculas essenciais, participando indiretamente
na reprodugdo. Embora os agucares possam servir como uma fonte imediata de energia,
sua alocagéo para os espermatoforos como presente nupcial parece improvavel, visto
gue a alocacao de lipidios seria mais vantajosa para a reproducdo (Marshall, 1982).
Proteinas, lipidios e glicogénio sao importantes na formacao dos ovos nas coccinelideos

(Sloggett & Lorenz, 2008), mas dados experimentais sobre sua alocagdo nos
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espermatoforos e seu papel no desenvolvimento e maturacdo dos ovos ainda sao

€SCasso0s.

Substancias produzidas na glandula acessoéria e alocadas para os espermatoforos
podem ter funcdes ndo diretamente relacionadas a contribuicdo nutricional para as
fémeas ou a formacado dos ovos, mas podem atuar como sinalizadores que aceleram a
producdo de ovos (Perry & Rowe, 2008), os quais também podem contribuem para o
movimento dos espermatozoides até a espermateca (Katakura, 1985; Obata, 1987).
Embora a hipétese de que o contetdo ndo espermatico auxilia no movimento dos
espermatozoides ainda ndo tenha sido testada experimentalmente, ela parece plausivel

para C. montrouzieri.

Uma vez que nos tratamentos em que os adultos se alimentaram exclusivamente
de mel produziram espermatéforos cuja composicdo de macronutrientes ndo diferiu
significativamente dos produzidos por machos alimentados com P. citri, supfe-se que
mesmo com uma dieta quase exclusivamente composta por carboidratos, isso ndo afete
a alocacgédo de lipidios, glicogénio e agucares nos espermatoforos. Isso sugere que a
alocagdo de recursos nos espermatoforos ndo esta ligada nem a quantidade nem a
gualidade da dieta consumida pelos machos, indicando que a composi¢cao nutricional
dos espermatoforos independe do consumo de dietas ricas em carboidratos (honey) ou

quando a disponibilidade da dieta é escassa.

O fato de ndo termos identificado diferenca significativa na proporcdo dos
macronutrientes, em especial de proteinas, dos espermatéforos de C. montrouzieri com
os tipos de dietas testadas na fase adulta podem sugerir que 0s recursos para sua
producdo n&o estejam ligados a alimentacdo na fase adulta. E possivel que, na primeira
cbpula, adultos consigam formar seus espermatdforos baseados em recursos
consumidos somente na fase larval, como ocorre em Lepidoptera (Watanabe & Hirota,
1999). Sabe-se que em C. montrouzieri ha um comprometimento no desenvolvimento e
tamanho do adulto quando ha restricdo alimentar na fase larval (Xie et al., 2017), e que
um desgaste energético continuado na fase larval também compromete o tempo de
desenvolvimento e o tamanho do adulto (Silva-Junior e Pontes, 2024). Se ndo ha
restricdo alimentar ou desgaste energético durante a fase larval, é possivel que essas
reservas possam ser usadas para a alocacao de recursos na producéo dos primeiros
espermatoforos, sem utilizar recursos na fase adulta. Contudo, ndo ha ainda evidéncias
de que isso ocorra em Coccinellidae.

Foi observado uma diminuicéo significativa na fertilidade quando os machos foram
alimentados exclusivamente com mel. As proteinas sdo essenciais para a producgéo de

esperma. Assim, uma dieta composta exclusivamente por alimentos pobres em
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proteinas pode ser insuficiente para sustentar a producdo adequada de esperma
necessaria para uma alta fertilidade. A ingestdo de proteinas garantida pelo consumo
de presas, mesmo em pequenas quantidades, parece assegurar uma produc¢ao minima
capaz de fertilizar os ovos, como observado no tratamento de restricao alimentar. Além
disso, outros impactos na fertilidade pode estar associado ao consumo de mel durante
a fase adulta. Por exemplo: 1) pode afetar a formacdo do esperma, comprometendo a
espermatogénese (Guo & Reinhardt, 2020), 2) pode afetar o desenvolvimento e a
maturacao da glandula acesséria, comprometendo a viabilidade do espermatozoide (Xu
et al., 2015), 3) pode influenciar a decisdo da fémea em usar esse espermatozoide
(Angelard et al., 2008), e 4) pode afetar a capacidade de fertilizagéo do espermatozoide
ou comprometer a viabilidade do embrido (Bunning et al., 2015).

Em populacdes naturais, tanto os adultos quanto as larvas de C. montrouzieri
consomem principalmente cochonilhas, que usualmente se encontram de forma
abundante e possuem baixa dispersao (Satar & Karacaoglu, 2017). Teorias preveem
que, em ambientes com grandes flutuagées nos recursos alimentares e outros recursos
nutricionais para a sobrevivéncia e reproducdo das fémeas, ejaculatorios nutritivos
evoluiram como um mecanismo de sele¢do sexual e para maximizar a reprodugéo bem-
sucedida (South & Lewis et al.,, 2011; Marshall, 1982). As fémeas se beneficiariam
desses ejaculados ao reduzir os custos de forrageamento para recursos e locais de
oviposicao (Arngvist & Nilsson, 2000; Vahed et al., 1998). No entanto, as fémeas de C.
montrouzieri ndo precisam forragear por longas distancias para acessar uma fonte
abundante de nutrientes adequados a reprodu¢do. Mesmo com uma redug&o no recurso
primario devido as flutuacdes naturais nas populacdes de presas ou predacdo por
inimigos naturais, C. montrouzieri ainda possui uma grande variedade de presas para

sustentar seu desenvolvimento (Kairo et al., 2013).
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4.5 CONCLUSAO

Os espermatoéforos de C. montrouzieri possuem baixo teor de proteinas totais, sendo 0os
lipidios o principal macronutriente alocados em espermatoforos durante a copula. A
dieta do macho na fase adulta ndo alterou significativamente a composicdo dos
espermatoforos. A  fecundidade das fémeas permaneceu  consistente,
independentemente da dieta do macho, com uma fertilidade significativamente mais
baixa observada ao acasalar com machos alimentados com mel. E possivel que a
contribuicdo dos machos nédo seja via nutrientes alocados em espermatéforos, sendo
necessario mais estudos experimentais para testar outras hipéteses associadas a

contribuicdo dos machos na reproducéo das fémeas.
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APENDICE A — CURVA PADRAO DAS ANALISES BIOQUIMIAS



1- Curva padrao para analises de proteinas
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2- Curva Padrao para analise de Glicogénio e Agucares
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3- Curva Padrao para analise de Lipidios.
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