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RESUMO

Comportamento reprodutivo e comunicacao por estridulagées em Sternochetus
mangiferae (Coleoptera: Curculionidae)

Aluno: Giancarlo Catafesta

Orientador: Raul Alberto Laumann

Resumo da Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em
Zoologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade de Brasilia, como parte dos
requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Zoologia.

Sternochetus mangiferae (Coleoptera: Curculionidae) € uma praga da mangueira em todo o
mundo. Este trabalho teve como objetivo investigar o comportamento reprodutivo, a
comunicagao estridulatéria, descrever o aparelho estridulatério e o mecanismo basico de
emissao das estridulagdes nesta espécie. O comportamento reprodutivo foi observado em
arenas experimentais onde também foram registrados os componentes vibratorios e acusticos
das emissodes estridulatorias de machos e fémeas. Sinais estridulatérios foram analisados em
dois contextos comportamentais diferentes, estresse e comportamento reprodutivo. Imagens
de microscopia eletrénica de varredura e microscopia estereoscoépica foram analisadas para
descrever o aparelho estridulatorio e o mecanismo de producdo das estridulagées. O
comportamento reprodutivo de S. mangiferae mostrou algumas estereotipias basicas,
descritos anteriormente em outros Curculionidae, como movimentos rapidos e encontro de
pares e monta de machos em fémeas juntamente com a emissao de sinais estridulatérios que
mantém a fémea em posicao e interrompe seus movimentos preparando o par para copula.
Sinais estridulatérios emitidos em dois contextos comportamentais diferentes mostraram
diferencas temporais e espectrais especificas e podem ser caracterizados como sinais de
estresse, sinais de acasalamento emitidos pelos machos e sinais de rejeicado emitidos pelas
fémeas. Os sinais de estresse foram produzidos continuamente enquanto o fator de estresse
estava presente, ja os sinais relacionados ao comportamento reprodutivo mostraram taxas de
emissao menores. O aparelho estridulatério apresenta uma anatomia diferente em machos e
fémeas, principalmente pela inversado do pars stridens e localizagao e estrutura do plectrum.
O mecanismo estridulatorio basico consiste no movimento antero-posterior do abdome que,

ao entrar em contato com a superficie interna dos élitros, raspa o plectrum no pars stridens.

Palavras-chave: Gorgulho da mangueira, copula, aparelho estridulatério, sinais de
acasalamento, sinais de rejeicéo, sinais de estresse.
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ABSTRACT

Reproductive behavior and acoustic communication of Sternochetus
mangiferae (Coleoptera: Curculionidae)

Aluno: Giancarlo Catafesta

Orientador: Raul Alberto Laumann

Abstract da Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pds-graduagdo em
Zoologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade de Brasilia, como parte dos requisitos
necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Zoologia.

Sternochetus mangiferae (Coleoptera: Curculionidae) is a mango tree pest around the world.
This work aimed to investigate the reproductive behaviour, the stridulatory communication and
describe the stridulatory apparatus and basic mechanism of signals emission in this species.
Reproductive behaviour was observed in experimental arenas where also were recorded
vibratory and acoustic components of stridulatory emissions of males and females. Stridulatory
signals were analyzed in two different behavioral context, stress and reproductive behavior.
Scanning electronic microscopy and stereoscopic microscope images were analyzed to
describe the stridulatory apparatus and mechanism of signal production. Reproductive
behaviour of S. mangiferae showed some basic stereotypes, described previously in other
Curculionidae, as rapid movements and encounter of pairs and mounting of males on females
together with emission of stridulatory signals that keeps the female in position and interrupts
her movements preparing the pair for copulation. Stridulatory signals emitted in two different
behavioral context showed specific temporal and spectral differences and could be
characterized as stress signals, male courtship signals and female rejection signals. Stress
signals were emitted in higher rate than courtship or rejection signals. In addition, stress signals
were produced almost continuously while the stress factor was present. Stridulatory apparatus
shows a different anatomy in males and females, principally by the inversion of pars stridens
and plectrum localization and structure. Basic stridulatory mechanism consist in antero-
posterior movement of the abdomen that, when in contact with the inner surface of elytra,

scraping plectrum on pars stridens.

Keywords: Mango weevil, copulation, stridulatory apparatus, courtship signals, rejection

signals, stress signals.
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INTRODUCAO

Comunicagado em animais

As interagdes entre os animais sdo mediadas por sistemas de comunicagdo. A
comunicagao é definida como a troca de informac&o entre um individuo sinalizador
(individuo que envia um sinal) e um individuo receptor (que recebe o sinal) (Wilson,
1975; Bradbury e Vehrencamp, 2011). A informacé&o é transmitida em forma de sinais
que consistem em mudangas do ambiente, fisico ou quimico, produzidas pelo
individuo emissor, com intensidade superior ao do ruido ambiental. A informagéao
carregada pelos sinais pode transmitir intencionalidade, condi¢cdes fisicas e
caracteristicas proprias dos individuos (Laidre e Johnstone, 2013), como identidade
especifica, sexo ou condicao fisiologica (Bradbury e Vehrencamp, 2011; Garcia et al.,
2020).

Os sinais afetam o comportamento de outro organismo resultando em
vantagens adaptativas tanto para o emissor quanto para o receptor. Desta forma os
sinais estao submetidos a pressdes evolutivas tanto para tornar mais eficiente a sua
emissao, a informacgao que carregam e a sua transmissao e recepc¢ao (Shannon e
Weaver, 1949; Wilson, 1975; Smith e Harper, 2003; Scott-Phillips, 2008; Bradbury e
Vehrencamp, 2011; Laidre e Johnstone, 2013; Freeberg, 2021).

Os animais também podem obter informagdées por intermédio de pistas.
Diferente dos sinais, transmitem informacgbdes, de forma n&o intencional, entre
organismos vivos. Ag¢des ou estruturas corporais, de um organismo sao utilizadas
como fonte de informacgao por um individuo receptor (Bradbury e Vehrencamp, 2011)
qgue pode ser usada como guia (orientacédo espacial) ou como condicionantes do seu
comportamento (Hasson, 1994; Saleh et al., 2007; Scott-Phillips, 2008). As pistas
também podem originar-se a partir de componentes ambientais, sejam biodticos ou
abidticos. Para alguns autores, o surgimento de sinais esta relacionado com a
ritualizacdo do uso de pistas (Tinbergen, 1952; Smith e Harper, 2003). Essa
ritualizagcdo conduz ao uso especifico da pista ha comunicacédo entre os individuos
completando a transicao pista-sinal (Grether, 2000; Bradbury e Vehrencamp, 2011).

Os animais emitem sinais em diversas situagdes, em contextos agressivos

(ameacas, indicadores de dominancia, avaliagao de oponentes), reprodutivos (atracao



de parceiros, corte, copula) (Freeberg, 2021), ou como sinais de integracao
(interagdes grupais ou sociais). Por sua vez as pistas sdo utilizadas para obter
informacdes ambientais como localizagdo de recursos (alimento, refugio, locais de
reproducao, etc.) (Bradbury e Vehrencamp, 2011).

A origem e a forma de produgdo dos sinais é condicionada pelo ambiente onde
0s animais vivem, as estruturas corporais para producao e recep¢ao, o gasto energético
para producao, transporte e recepcao e a funcdo do sinal (Bradbury e Vehrencamp,
2000; Laidre e Johnstone, 2013). Assim, os animais podem emitir sinais de modalidades
diferentes que serdo propagadas por diferentes meios (Tabela 1) (Endler, 1993;

Bradbury e Vehrencamp, 2011; Laidre e Johnstone, 2013).

Tabela 1 - Tipos de comunicag¢ao animal e suas caracteristicas

Canal de
comunicacao

Tipo de

- ~ Ti inal
comunicacéao po de sinal

Alcance Funcbes

Atrair parceiros a

Moléculas ou longas distancias,
misturas de marcar territorio,
Quimica moléculas Ar e aqua Curto a trilhar caminhos,
como hormonios, 9 longo sinais de alarme,
feromonios, reconhecimento
aleloquimicos de individuos ou
de grupos.
Formas e cores Acasalamento
Pigmentos, Curto a atracao ’
Visual mecanismos Ar e agua §ao,

. longo competicéo e
estruturais de cor e sinais de alerta
bioluminescéncia )

. Dominéancia,
Movimentos de ar
Mecéanica/ Contatos fisicos . corte,
Tatil Variacées de pressio Solido Curto acasalamento,
¢ P informacoes do
ambiente.
Repelir
predadores,
Mecénica Corrente elétrica ou . localizar presas,
- ” Agua e ar Curto
eletromagnética ondas magnéticas navegar em
ambientes com
obstaculos.
Acasalamento,
alarme, atracdo,
. . . . , Curto a L
Som/vibragbes  Ondas de pressao Sdlido, ar e agua londo localizagao,
9 competicéo e
conflito.

Fontes: Endler, 1993; Briscoe e Chittka, 2001; Virant-Doberlet e Cokl, 2004; Drosopoulos e
Claridge, 2005; Von der Emde, 2007; Matthews e Matthews 2009; Steiger et al, 2010; Bradbury
e Vehrencamp, 2011; Laidre e Johnstone, 2013; Gullan e Cranston ,2017.



Comunicagdo com sinais acusticos e vibratdrios

Nos animais existem dois tipos de comunicag¢do baseados em sinais originados
em ondas de pressao que podem ser exercidas/transmitidas em meios fluidos como
ar (acusticos), agua ou substratos solidos (vibrag&o) (Bradbury e Vehrencamp, 2011).
Estes sinais possuem varias caracteristicas distinguiveis, como periodo da onda
(representada pelo tempo em segundos para completar um ciclo), frequéncia (o
numero de vezes que o padrao é repetido por segundo, medido em Hz), espectro de
frequéncias (conjunto de frequéncias caracteristicas de um sinal podendo incluir a
frequéncia fundamental e seus harmdnicos ou um conjunto frequéncias), amplitude
(variagbes da intensidade da pressdo de uma onda em relacdo aos niveis do
ambiente, em geral expresso em decibéis) (Bradbury e Vehrencamp, 2011). Além
disto, como todos os sinais tem componentes temporais (duracdo dos pulsos ou
silabas), tempo de repeticdo (tempo desde o inicio de um pulso até o inicio do outro),
entre outros.

A origem das ondas de pressao pode ser diversa. Na maioria dos vertebrados
0s sons sao produzidos por estruturas especificas localizadas na laringe que originam
vocalizagées, muito comuns em espécies terrestres de anfibios, repteis, aves e
mamiferos. Os mamiferos marinhos tem adaptacdes para produzir ondas de pressao
no meio aquatico (Bradbury e Vehrencamp, 2011).

Outra forma de produzir sinais é originando ondas de pressdao em estruturas
sélidas ou liquidas. Esta forma de sinal € chamada de vibratorio para diferencia-los
dos sinais acusticos (ondas de pressdao no ar). Existem varios mecanismos para
producao de som dentro desta categoria, como a vibragao corporal, a percusséao, a
estridulagcdo, a tremulacdo, expulsdo de ar e mecanismo de clique. Os sinais
vibratorios sdo produzidos pela vibracdo (movimentos ascendentes e descendentes
ou laterais) de alguma parte do corpo do inseto propagados através de um substrato
sélido, geralmente as plantas. Este tipo de sinal € o0 mais comumente encontrado em
insetos que se comunicam com sinais vibratérios (Virant-Doberlet e Cokl, 2004;
Cocroft et al., 2014). A percussao ocorre quando uma parte do corpo (patas, antenas,
abdome, etc.) bate com certa periodicidade contra um substrato ou outra parte do
corpo. A estridulacao € a producao de sons gerada a partir da friccao de duas partes

sélidas do corpo. Os sinais tremulatérios sao originados por movimentos enérgicos do



corpo, em sentido lateral ou vertical, quando o inseto esta sobre agua ou substratos
sélidos. Mecanismos de clique envolvem uma area modificada na cuticula que, por
meio de contragoes e relaxamento, resultam em sinais de curta duragdo, finalmente a
expulsdo de ar ocorre por uma rapida mudanca de pressao local que gera ondas de
compreensao, este mecanismo € caracteristico de besouros da familia Elateridae

(Drosopoulos e Claridge, 2005; Bradbury e Vehrencamp, 2011).

Comunicagdo com sinais estridulatorios

Os sinais estridulatérios estdo presentes em alguns vertebrados e na maioria
dos insetos, principalmente nas ordens Hemiptera (subordem Heteroptera),
Orthoptera e Coleoptera. Em insetos, os érgaos de estridulagcdo sao estruturas do
exoesqueleto que combinam uma fileira de sulcos distribuidos de forma regular em
uma superficie semelhante a uma lima, chamado de pars stridens, friccionada por uma
crista ou superficie rigida, o plectrum (Lyal e King, 1996; Drosopoulos e Claridge,
2005). Estas estruturas podem estar presentes nas patas, cabeca, tergos, esternos e
asas. Assim o aparelho estridulatério pode combinar asas com patas, asas com térax,
cabeca e torax, térax e abdome, entre outros (Figura 1) (Virant-Doberlet e Cokl, 2004;
Low; Naranjo; Yack, 2021; Davranoglou; Taylor; Mortimer, 2023).

Em insetos, a estridulagcdo é associada com comportamentos de defesa em
situagbes de estresse, com interagcdes sociais ou grupais e como sinais de
comunicacado durante o comportamento reprodutivo (Virant-Doberlet e Cokl, 2004;

Bradbury e Vehrencamp, 2011; Davranoglou; Taylor; Mortimer, 2023).

Inseto alvo do estudo

A familia Curculionidae é a mais diversificada entre os coleopteros,
apresentando mais de 51.000 espécies descritas, classificadas em 4.600 géneros
(Hespenheide, 2000; Slipinski; Leschen; Lawrence, 2011). A caracteristica principal
do grupo € apresentar a cabeca prolongada num rostro com as pecas bucais no apice.
O rostro pode possuir tamanhos e formas diferentes, pode ser alongado e pontiagudo,
como no género Sicoderus (Vanin, 1986) ou curto e largo como em Otiorrhynchus

(Germar, 1824). Ainda o rostro pode ser curvado ventralmente atingindo o prosterno


https://en.wikipedia.org/wiki/Ernst_Friedrich_Germar

como em Cryptorhynchinae (Schénherr, 1825). As antenas sdo geniculadas e com
clava compacta, estao localizadas na porgdo meédia do rostro e apresentam numero
variavel de 9 a 11 segmentos. O abdome consiste em 8 a 9 segmentos visiveis em
que o ultimo deles € modificado pela presencga dos 6rgaos sexuais (Lyal e King, 1996;

Lempériere; Mantilleri; Conord, 2007).
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Figura 1. Exemplo de aparelhos estridulatorios em locais diferentes. A, aparelho estridulatério
abdome-perna no género Pictinus (Coleoptera: Aradidae), onde o plectrum (detalhe superior)
bate contra um pars stridens imoével (detalhe inferior; direcdo do movimento representada na
seta vermelha) (adaptado de Usinger e Matsuda, 1959). B, aparelho estridulatorio do
percevejo escavador Cydnus aterrimus (Forster) (Heteroptera: Cydniidae). Vista dorsal do
inseto, mostrando a localizacdo do aparelho estridulatorio, abdome-asa. O plectrum esta no
primeiro segmento abdominal (em vermelho) e bate contra o pars stridens, que esta localizado
na superficie ventral da asa posterior (em azul). Fonte: Davranoglou; Taylor; Mortimer, 2023.

Sternochetus mangiferae (Fabricius, 1775) (Coleoptera: Curculionidae:
Cryptorhynchinae) é originario da regido entre Mianmar e nordeste da india, na
mesma regido de origem da manga (Mangifera indica) (Linnaeus, 1753)
(Anacardiaceae) (Subramanyam, 1925; Smith, 1996). E popularmente chamado de
gorgulho ou broca da manga, sendo uma espécie monofaga, que se alimenta
exclusivamente da manga e completa todo o desenvolvimento no fruto (Braimah e
Emden, 2010; Louw, 2013; Woodruff e Faluso, 2015).



Os adultos sao ovais, medem entre 7,5 e 9,5 mm, apresentam asas
desenvolvidas, porém raramente foi registrado seu voo (Balock e Kozuma, 1964;
Hansen e Armstrong, 1990; Braimah e Emden, 2010; Woodruff e Fasulo, 2015). Sdo
compactos e achatados, com rostro longo e curvo, élitros alongados com um declive
abrupto, coloragado que varia entre preto, castanho e marrom escuro, e manchas no
élitro em formato de V nas cores preto, cinza e branco amarelado (Figura 2) (EPPO,
2011; Silva e Ricalde, 2017). Os adultos tem uma longevidade de até dois anos.
Apresentam o habito de permanecer préximos das arvores onde emergem (Smith,
1996; Braimah e Emden, 2010, PLH, 2018). Sua disperséao a curtas distancias pode
ocorrer entre arvores em uma mesma area, podendo estar associada ao voo a curtas
distancias ou a queda dos frutos proximo a base das arvores. (Shukla e Tandon, 1985;
EFSA PANEL ON PLANT HEALTH (PLH) et al.,, 2018). Ja a dispersdo a longas
distancias ocorre por meio de agcdo humana néo intencional, com o carregadamento
de frutos contendo larvas, pupas ou adultos para outros regides e paises (Braimah e
Emden, 2010; Woodruff e Fasulo, 2015; Peng, 2022).

Figura 2. Imagem Sternochetus mangiferae.

Fonte: hitps://www.cabidigitallibrary.org/doi/10.1079/cabicompendium. 16434

As fémeas sdo mais ativas durante o periodo de floracdo das mangas e, neste
momento, ocorre a reproducao da espécie. As fémeas péem em torno de 300 ovos
durante a sua vida, podendo colocar 15 ovos por dia (Shukla e Tandon, 1985; Smith,

1996). A fémea deposita um ovo por fruto, em raros casos mais, tendo preferéncia por


https://www.cabidigitallibrary.org/doi/10.1079/cabicompendium.16434

frutos verdes e pequenos, do tamanho aproximado de uma noz. Para isso, ela realiza
um corte, formando uma cavidade na regido do exocarpo, proximo ao pedunculo do
fruto, deposita o ovo e recobre com um exsudato de seiva (Figura 3). Os ovos sao
elipticos, com coloragdo branco creme, quando postos, e medem de 0,72-0,87 mm
de comprimento e 0,24-0,34 mm de largura. A sua ecloséo leva entre 5 e 7 dias,
dependendo da temperatura (Braimah e Emden, 2010). As larvas emergem, cavam
pelo mesocarpo até penetrarem o endocarpo, onde irao se alimentar, principalmente,
da semente, o fruto cresce rapidamente e o dano causado pela passagem da larva se

torna imperceptivel (Woodruff e Faluso, 2015).
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Figura 3. Imagem de ovo de Sternochetus mangiferae em casca de manga, envolto em seiva

do fruto. Fonte: https://www.cabidigitallibrary.org/doi/10.1079/cabicompendium.16434#image-
4227

As larvas de primeiro instar sdo brancas, alongadas, cilindricas e apresentam
cabeca preta, medem 1,34-1,44 mm de comprimento e 0,3-0,41 mm de largura. O
desenvolvimento larval inclui 5 instares, no quarto a quinto instar apresentam
coloracao branca com a cabeca preta, com forma curculionoide tipica, medem 16-18
mm de comprimento e 6-9 mm de largura. A pupa € esbranquicada quando recém-
formada, mudando de cor para vermelho claro antes da eclosdo, medindo 7-10 mm
de comprimento e 6-8 mm de largura (Figura 4) (Braimah e Emden, 2010; Woodruff
e Faluso, 2015).


https://www.cabidigitallibrary.org/doi/10.1079/cabicompendium.16434#image-4227
https://www.cabidigitallibrary.org/doi/10.1079/cabicompendium.16434#image-4227

Figura 4. Estagios de desenvolvimento de Sternochetus mangiferae, larva, pupa e adulto.

Fonte: hitps://app.pestnet.org/submissions/title/Mango%20seed %20weevVil%20(353)

Os adultos emergem escavando o fruto. Todo o desenvolvimento do inseto (ovo
a adulto) se completa num periodo de 40 a 50 dias (Bhattacharyya; Pujari; Das, 2018).
Apos a emergéncia, os adultos permanecem em diapausa nas cascas proximas a
base das arvores até o inicio do préoximo periodo de floragao (Balock e Kozuma, 1964;
Braimah e Emden, 2010; EPPO, 2011; Woodruff e Faluso, 2015; Bhattacharyya;
Pujari; Das, 2018).

Embora estes aspectos da biologia e algumas caracteristicas ecoldgicas de S.
mangiferae sejam relativamente bem conhecidos os detalhes do comportamento
reprodutivo e seus mecanismos de comunicagao sao escassos (Bhattacharyya; Pujari;
Das, 2018). Lyal e King (1996) descreveram e estrutura basica do aparelho
estridulatério da espécie e sugeriram algumas funcdes biolégicas para os sinais
emitidos pelos insetos, mas posteriormente ndo foram produzidas novos
conhecimentos ao respeito.

Atualmente S. mangiferae é considerada uma das pragas mais importantes da
mangueira e esta distribuida em todos os paises produtores de manga (Figura 2). A
sua disseminacao desde o local de origem ocorreu com o comércio e transporte de

frutos e sementes infectados com larvas e pupas (Braimah e Van Emden, 2010;


https://app.pestnet.org/submissions/title/Mango%20seed%20weevil%20(353)

EPPO, 2011). Sua distribuico inclui Asia, Africa, Oceania, América do Norte, América
Central e Caribe e América do Sul (Figura 5) (EPPO, 2011; Silva e Rilcade, 2017).

Figura 5. Distribuicdo global de S. mangiferae. Os pontos amarelos representam
paises/regides onde o inseto esta registrado e os paises marcados em laranja indicam locais
onde o inseto apresenta distribuicdo geografica ampla.

Fonte: https://gd.eppo.int/taxon/CRYPMA/distribution, acesso: 19/02/2023.

No Brasil, S. mangiferae é considerada uma praga quarentenaria presente no
pais. Apos o seu registro em 2014 no distrito de Campo Grande, municipio do Rio de
Janeiro. Atualmente sua distribuicdo se restringe a 9 municipios do estado de Rio de
Janeiro. O registro destas populagbes, até o momento, tem sido em pomares nao
comerciais de chacaras ou quintais (Silva e Ricalde, 2017; Silva, 2019).

A importancia desta espécie como praga € devido, entre outros fatores, as
caracteristicas do seu ciclo de vida, adaptabilidade a diferentes condi¢des climaticas,
pela sua resisténcia a métodos de controle, pela falta de inimigos naturais eficientes
para regular sua populacao e pelo seu impacto econdmico (Pefa; Mohyuddin; Wysoki,
1998; Peng e Christian, 2007; Silva e Ricalde, 2017).

As perdas econbmicas ocasionadas pelo inseto se originam porque, ao se
alimentar da semente, o inseto ocasiona a queda prematura dos frutos, a destruicao
das sementes e, os furos no fruto favorecem as infeccbes secundarias por
microrganismos (Follet e Gabbad, 2000; Follet, 2002; Verghese et al., 2005).

Existe um controle sobre as leis de exportacao para regides onde S. mangiferae


https://gd.eppo.int/taxon/CRYPMA/distribution

ocorre, levando a um rigoroso processo de selecdo dos frutos que podem ser
exportados (Joubert; Daneel; Grove, 2000; Braimahe Van Emden, 2010; Anderson et
al., 2016).

Embora existam varios métodos que tentam reduzir suas populagoes,
utilizando irradiacdo dos frutos para matar os insetos no seu interior, métodos de
destruicdo dos frutos com queda prematura, uso de inimigos naturais e alguns
inseticidas, a maioria deles nao tiveram grande efetividade para evitar a disseminagao
do inseto, e alguns deles apresentando custo elevado (Seo et al.,, 1974; Shukla;
Tandon; Singh, 1984; Thomas et al., 1995; Joubert; Daneel; Grove, 2000; Verghese,
2000; Peng e Christian, 2007; Abdulla et al., 2015).No Brasil, ndo existem inseticidas
especificos e nem inimigos naturais adequados para seu controle. O método de
monitoramento e remog¢ao adequada dos frutos no solo, sdo as recomedag¢des como
medida de controle (Silva e Ricalde, 2017; Silva, 2019). Além de restricbes ao
transporte dos frutos nas areas onde foi registrada a ocorréncia de S. mangiferae
(Silva e Ricalde, 2017).

No Brasil a manga tem grande importancia econémica, liderando o ranking de
exportacao de frutas. Os principais estados produtores sdo Bahia, Sao Paulo,
Pernambuco e Minas Gerais, correspondendo a 85,8 % da safra, segundo Silva e
Ricalde (2017). Em 2021 gerou 49,7 milhdes de ddélares, com um potencial de
expansao da exportagao e um aumento da area de plantio, segundo as proje¢cdes do
Ministério da Agricultura (Brasil, 2022). Desta forma a contencdo, o controle e se
possivel a erradicacao de S. mangiferae no Brasil € de grande importancia uma vez
que a presenca da praga pode restringir mercados de exportacao in natura, caso se
disperse para areas de producéao, o impacto econdmico sera relevante (Anderson et
al., 2016; Silva e Ricalde, 2017).

Considerando as medidas de monitoramento e controle atualmente disponiveis
e as caracteristicas biologicas de S. mangiferae, é relevante conhecer com maior
profundidade aspectos fundamentais da biologia, ecologia e comportamento do inseto
(Silva e Ricalde, 2017; Bhattacharyya; Pujari; Das, 2018). Estes conhecimentos
podem auxiliar para o desenvolvimento de medidas bioracionais e sustentaveis para

0 manejo da praga.
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Objetivo geral

Analisar o comportamento reprodutivo de Sternochetus mangiferae e descrever

os sinais estridulatorios envolvidos nestas interagoes.

Objetivos Especificos

Descrever o comportamento reprodutivo de S. mangiferae caracterizando os
passos comportamentais estereotipados durante a corte e copula.

Caracterizar os sinais estridulatérios emitidos pelos insetos em diferentes
contextos (reproducao e estresse) considerando as possiveis diferencas entre os
sinais de insetos de diferentes sexos.

Determinar a influéncia dos sinais estridulatérios nas interagcdes entre os
individuos e no comportamento reprodutivo.

Descrever a anatomia do aparelho estridulatorio .

Descrever o mecanismo basico de producao de sinais estridulatorios.

Este trabalho serd dividido em dois capitulos, no primeiro capitulo iremos
descrever o comportamento reprodutivo incluindo os sinais estridulatorios envolvidos.
No segundo capitulo iremos caracterizar os sinais estridulatérios em diferentes
contextos analisando a diferenca entre os sinais de machos e fémeas, descrever o
aparelho estridulatorio de machos e fémeas e analisar os mecanismos e dindmica de

producao de estridulacoes.
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CAPITULO 1
Comportamento reprodutivo de Sternochetus

mangiferae: atos comportamentais e sinais

envolvidos
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INTRODUCAO

O comportamento reprodutivo dos insetos inclui basicamente dois
comportamentos principais, o acasalamento e a coépula (Alcock, 2011). O
acasalamento compreende uma sequéncia de comportamentos como a aproximacgao,
identificacdo e corte. A copula, que é o ato final do acasalamento conduz a
inseminacao das fémeas (Atkins et al., 1980; Viana e Vilela, 1996; Hardy, Ode, Siva-
Jothy, 2007). Os processos evolutivos tém moldado os comportamentos reprodutivos
para reduzir as incertezas em relacdo aos parceiros, a comunicagao cumpre um papel
central. A comunica¢do durante o comportamento reprodutivo dos insetos inclui troca
de sinais que informam os parceiros em relagdo a localizagdo no ambiente, sexo,
motivagao e outras caracteristicas ou estados fisiolégicos nos quais se encontram os
individuos (Hardy, Ode, Siva-Jothy, 2007; Alcock, 2011, Isa; Kumano; Tatsuta, 2019).
Adicionalmente, os sinais podem inclusive serem utilizados para competi¢cao entre os
individuos por acesso a copula.

A comunicacgao pode envolver sinais utilizados a longa ou curta distancias. Os
sinais podem ser de diferente origem como quimico, sonoro, mecanicos, visuais, entre
outros. Em alguns casos a informacdo pode ser transmitida utilizando sinais
complexos que incluem a mistura de sinais de varios tipos (sinais multimodais)
(Matthews e Matthews, 2009).

Em Curculionidae o comportamento reprodutivo € normalmente dividido em trés
etapas: pré-monta, monta, que correspondem a etapa de acasalamento, e copula
(Walgenbach e Burkholder, 1987; Kaakeh, 1998). Na pré-monta machos e fémeas se
locomovem inicialmente de forma aleatéria (Wojcik, 1969) ou em alguns casos o
macho acompanha o movimento das fémeas (Kaakeh, 1998). Apds este periodo inicial
0 macho se orienta em direcdo a fémea (Wojcik, 1969; Souza, 2006) e os insetos
ficam em contato fisico. Nesta etapa, algumas espécies intercambiam sinais tateis
mediante movimentacao das antenas de forma mais rapida e alternada sobre o corpo
do parceiro ou raspagem de partes do corpo com as mandibulas ou outras estruturas
rigidas do corpo (Viana e Vilela, 1996; Barreto; Anjos; Della Lucia, 1999; Mutis et al.,
2009; Martins et al., 2013; Reut et al., 2017). Apds isso 0 macho monta sobre a fémea
(etapa de monta). Este comportamento, que ndao tem um padrdao estereotipado,

podendo o macho montar na fémea em diferentes locais e angulos, permite aos
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insetos encontrar a posi¢cao correta de cépula (Viana e Vilela, 1996; Kaakeh, 1998;
Barreto; Anjos; Della Lucia, 1999). A monta das fémeas pelos machos é associada a
imobilizacdo da fémea e predisposi¢cdo da mesma para a copula. Nestas etapas (pré-
monta e monta) também €& muito comum observar comportamento de limpeza das
patas (Wojcik, 1969; Wanto e Fischer, 2005). Em raros casos foi observada a elevacao
dos élitros, extens&o e posterior retragdo lenta das asas membranosas (Valentine,
1973). Alguns machos tentam copular estando invertidos em relagdo a posicdo da
fémea (Souza, 2006). Ao encontrar a posigcao correta de cdpula, o macho posiciona
seu par de patas do protérax sobre o dorso da fémea, no meio do élitro, o par de patas
mesotoracicos agarra as laterais do abdome e o par metatoracico fica posicionado
préximo ao final do élitro e do ultimo segmento abdominal, uma forma de se fixar e
manter a fémea posicionada (Wojcik, 1969; Barreto; Anjos; Della Lucia,1999; Wanto
e Fischer, 2005).

Se a fémea permanece parada é um sinal de receptividade para a copula,
assim o macho curva seu pigidio e expde o edeago, que é curvo e esclerotizado, e o
introduz na abertura genital da fémea (Wojcik, 1969; Kaakeh, 1998). Em algumas
espécies 0s machos emitem sinais sonoros (estridulagdes) tanto na pré-monta quanto
ap6s o macho montar no dorso das fémeas. Estes sinais sdo associados a
imobilizacdo das fémeas (Claridge, 1968; Polak e Brown, 1995; Reut et al., 2017,
Goodwin et al., 2019). Em alguns casos, como por exemplo em espécies de
Rhynchaenus, as fémeas também emitem estridulagcbes, que pode ser acompanhado
de movimentos abdominais intensos com o intuito de derrubar o macho (Claridge,
1968, Martins et al., 2013), por estas caracteristicas estes sinais sdo associados a
rejeicdo dos machos (Claridge, 1968, Nunes et al., 2009).

A cépula pode ser rapida, durando alguns minutos (Larsson, 1988; Kaakeh,
1998; Viana e Vilela, 1996), ou pode ocorrer em intervalos de tempo longos (horas)
(Wojcik, 1968; Walgenbach e Burkholder, 1987; Larsson, 1988; Sirot e Lapointe,
2008). Também é variavel, entre as espécies estudadas, o periodo do dia em que a
copula ocorre, podendo ser durante a fotofase, durante a escotofase ou em qualquer
momento do dia (Walgenbach e Burkholder, 1987; Martins et al., 2013). Ap6s a copula
os machos podem permanecer sobre a fémea (guarda da fémea) para evitar que ela
copule com outros machos (Viana e Vilela, 1996; Barreto; Anjos; Della Lucia, 1999),

realizar novas tentativas de copula ou desmontar e se separar fisicamente (Wojcik,
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1969; Kaakeh, 1998).

Sternochetus mangiferae é considerada uma das principais pragas da manga,
se alimentando e realizando seu desenvolvimento no fruto, considerada uma espécie
monofaga e de habitos noturnos, sdo encontrados proximos a mangueira. Durante os
periodos sem a presenga do fruto para a alimentagdo, permanecem em diapausa
(Braimah e Emden, 2010; Woodruff e Faluso, 2015)

Ainda que seja uma espécie de grande importancia econdmica, como praga de
um importante cultivo a nivel mundial, para S. mangiferae ndo existem trabalhos
descrevendo o seu comportamento reprodutivo. Embora existam conhecimentos em
relacdo a biologia de S. mangiferae, incluindo potencial reprodutivo, desenvolvimento
pos-embriondrio, habitos e preferéncias alimentares (Balock e Kozuma, 1964;
Braimah e Emden, 2010; EPPO, 2011; Louw, 2013; Woodruff e Faluso, 2015; Silva e
Ricalde, 2017) pouco se sabe sobre o comportamento reprodutivo da espécie.

Este trabalho teve como objetivo estudar o comportamento reprodutivo de S.
mangiferae, caracterizando os passos comportamentais estereotipados durante a
corte e copula, e a possivel comunicagao por sinais estridulatorios nesse processo.

Portanto, o conhecimento do comportamento reprodutivo de S. mangiferae e
dos sinais envolvidos nas etapas de acasalamento e copula, além de fornecer
informacdes basicas para a espécie, pode contribuir para identificar oportunidades

para o desenvolvimento de ferramentas de manejo e controle da espécie.

MATERIAL E METODOS

Manutencédo dos insetos em laboratorio

Os insetos foram coletados na regidao de ocorréncia no Brasil, pomares do
municipio de Seropédica, Rio de Janeiro. Foram transportados ao insetario de
quarentena da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia seguindo os
procedimentos quarentenarios dispostos pelo Ministério de Agricultura e Pecuaria
(MAPA - Autorizacao para transporte e pesquisa Oficio 183/2020/DSV/DAS/MPA).

Foram recebidos 600 individuos adultos em marco de 2020, 350 adultos em
agosto de 2021, 80 em novembro de 2021 e 350 em abril de 2022. Os insetos (machos

e fémeas) foram transportados separados por sexo e, posteriormente, foram
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distribuidos em grupos de 25 a 30 individuos (machos ou fémeas) em caixas gerbox
de acrilico (11 cm x 11 cm x 3,5 cm). As tampas da caixas foram perfuradas para
permitir a ventilagdo. O fundo das caixas foi forrado com papel toalha e, no centro, foi
colocada o fundo de uma placa de Petri plastica de 35 x 10 mm (didmetro x altura
respectivamente) forrada com papel toalha onde se acondicionou uma fatia
longitudinal de manga, expondo a polpa para a alimentagéo, conforme Louw (2013)
(Figura 1). Apds acondicionar os insetos, as caixas foram fechadas e amarradas com
bandas elasticas para evitar que os insetos conseguissem levantar a tampa

ocasionando fuga de individuos.

Figura 1. Adulto de Sternochetus mangiferae alimentando-se de fatia de manga em condigcbes
quarentenarias. Fonte: Autor, 2023.

As caixas com machos ou fémeas foram colocadas em um recipiente de
plastico fechado com devida aeracgéo e introduzidas numa camera climatizada tipo
BOD localizada numa sala de seguranga quarentenaria da Estacdo Quarentenaria da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. A BOD se manteve a 25 £ 2°C, 60%
UR e fotoperiodo de 12 HL:12 HO e em ciclo invertido (escotofase entre 6:00 e 18:00
h) para facilitar o trabalho experimental, uma vez que este inseto apresenta maior
atividade noturna (Balock e Kozuma, 1964; Louw, 2013).

As caixas contendo os insetos foram limpas e o alimento renovado trés vezes
por semana, utilizando equipamentos de seguranga (jaleco e luvas), para evitar

contaminagdes. Durante a manutencado os insetos foram contados, computando os
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mortos, e os valores transferidos para uma planilha de controle atualizada a cada
atividade de manutencao.

Todo o material de descarte, insetos mortos, restos de alimentos e papéis foi
colocado em freezer a -24°C e posteriormente incinerado.

Para transporte interno (entre laboratérios), as caixas contendo os insetos
foram acondicionadas em recipientes plasticos fechados com tampas com trava de

seguranga.

Local dos experimentos

Os experimentos para estudo do comportamento reprodutivo e registro dos
sinais sonoros de S. mangiferae se desenvolveram numa sala adaptada
especialmente para estudos de bioacustica de insetos. A sala possui paredes
revestidas com espuma de poliuretano e piso com carpete, ambos para isolamento
acustico. Os sinais sonoros emitidos pelos insetos foram registrados sobre uma mesa
de trabalho adaptada para reduzir vibragoes. Para isto, sobre uma mesa de ago com
tampo de madeira (72 x 120 cm), apoiada em um carpete de borracha, foram
distribuidas 4 caAmaras de ar cheias e sobre elas apoiada uma pedra de granito de 4
cm de espessura com as mesmas dimensdes da mesa. Os experimentos foram
realizados entre 08:00 e 15:00 h em duas condi¢des alternativas, claro ou escuro.
Neste ultimo caso, os insetos foram mantidos em ciclo reverso de luz por pelo menos
15 dias antes dos experimentos. A sala foi mantida a 25 £ 2°C e iluminada com duas

ldmpadas fluorescentes (40 W) ou com luz vermelha no escuro.

Comportamento reprodutivo e emissao de sinais estridulatorios

Para observar e descrever o comportamento reprodutivo (acasalamento e
copula) de S. mangiferae foram formados casais (1 macho e 1 fémea) e colocados em
extremidades opostas de uma placa de Petri de vidro de 9 cm de diametro (90 x 15
mm), um em cada extremidade da placa (Figura 2).

Este periodo foi estabelecido porque, a partir de observacoes iniciais, foi
constatado que apos o manuseio dos insetos eles apresentavam um estado similar a
tanatose que em alguns casos se estendia por um periodo de 1 hora. As observacoes

foram realizadas em condicdes de presenca (dia) ou auséncia (noite) de luz no periodo
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de 8 até 16 h, com individuos aclimatados em ciclo de iluminagdo normal (escotofase
entre 18:00 e 6:00 h) e em ciclo invertido (escotofase entre 6:00 e 18:00 h)
respectivamente. A iluminag&o da sala, simulando a condic&o de dia, foi obtida com
duas lampadas fluorescentes de 40 W.

Para iniciar as observagoes dez placas de Petri foram preparadas e numeradas
em sequéncia para identificagdo (Figura 2). Durante as observacoes foram
identificados os comportamentos que foram classificados nas categorias
comportamentais apresentadas na Tabela 1. Quando cada casal iniciou os
movimentos foi colocado na mesa antivibratéria para registrar os sinais sonoros
emitidos.

Para registro dos sinais de cdpula foram utilizados o acelerémetro piezoelétrico
(Bruel&Kjaer Type 4508 002) e o microfone de alta sensibilidade (AKG modelo C

1000S) dispostos sobre a mesa antivibratoria.

-

e .145.'5 cm R
T T S :
Figura 2. Montagem dos experimentos para estudo do comportamento reprodutivo de
Sternochetus mangiferae. A direita se observam as placas com os casais numerados na
sequéncia. A esquerda a plataforma onde se posicionaram as placas e os equipamentos de
captagao de som, microfone (acima), acelerémetro (abaixo).
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Tabela 1. Categorias comportamentais identificadas em casais de S. mangiferae e utilizadas
para analise do comportamento reprodutivo.

Codigo da categoria Descricdo do comportamento

comportamental

Mov Ambos individuos ativos e em movimento
Enc.Cas Macho e fémea se encontram (contato fisico)
SubF Macho sobe sobre o dorso da fémea

SubM Fémea sobe sobre o dorso do macho
LimPa Limpam as patas

SAcM Macho estridula no dorso da fémea

SrejF Fémea emite sinal de disturbio para macho
FPara Fémea permanece parada

Cop Casal em cépula

TeCop Tentativa de copula sem sucesso

FrejM Fémea rejeitou o0 macho

Registro dos sinais estridulatorios emitidos por S. mangiferae

Para registro das estridulagdes emitidas pelos insetos foram utilizados, um
acelerbmetro piezoelétrico (Bruel&Kjaer, Type 4508 002) e um microfone de alta
sensibilidade (AKG, modelo C 1000S, frequéncia de resposta de 50 a 20.000 Hz).
Sobre uma haste de metal foi acondicionada uma garra de fixagdo para posicionar o
microfone. Por baixo do microfone, foi colocada uma base de isopor circular e sobre
esta um retangulo de espuma de poliuretano. No centro da peca de espuma foi
realizado um corte quadrado (0,5 x 0,5 cm) onde foi fixado o acelerbmetro
piezoelétrico (Figura 3). O microfone e o acelerébmetro foram conectados a uma placa
de digitalizacdo (Edirol Roland, USB AudioCapture UA — 25EX a 24bit, 96 kHz, 100
dB razao sinal-ruido) e os sinais foram registrados utilizando o programa Cool Edit Pro
2.0 (Syntrillium Software 2001). Com este arranjo foi possivel gravar tanto os
componentes vibratérios como acusticos dos sinais emitidos pelos insetos, utilizando
a funcdo de gravacao estéreo com dois canais independentes (um para o

acelerdbmetro e outro para o microfone).
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Microfone ———»

Placa de Petgi

Figura 3. Montagem para gravacao dos sinais estridulatérios. Microfone (AKG modelo C
1000S), placa de Petri (9 cm de didmetro), acelerdmetro piezoelétrico (Bruel&Kjaer Type 4508
002) em placa de espuma e sobre a plataforma de isopor. Sobre a placa um casal de S.

mangiferae.

Os sinais emitidos pelos insetos foram digitalizados com uma placa externa
(Edirol by Roland USB AudioCapture UA — 25EX 24bit 96kHz), gravados utilizando o
programa Cool Edit Pro 2.0 (Syntrillium Software 2001) e armazenados em HD (Hard
disc) externo. Todos os comportamentos foram registrados na sequéncia de
ocorréncia por observacao direta, e a emissdo de sinais acusticos registradas

simultaneamente e registradas como categorias comportamentais.
Anélises estatisticas

Os dados de sequéncias de comportamentos foram tabelados em uma matriz
de Markov de primeira ordem, considerando as frequéncias de transicdo entre
comportamentos. As probabilidades de transigdo foram calculadas considerando as
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frequéncias de transicao entre dois eventos dividido a frequéncia do primeiro evento.
Os valores esperados foram obtidos ao multiplicar cada coluna e fila da matriz,
divididos pelo total de transicbes comportamentais observadas. Para avaliar a
significancia das transi¢cdes individuais foram utilizados testes de y2 com a
significancia ajustada pela corre¢cao de Bonferroni (Laumann et al., 2016; Cokl et al.,

2017). Os resultados foram apresentados graficamente num etograma.

RESULTADOS

Os comportamentos reprodutivos observados em condi¢cées de escuro e luz
apresentaram proporcdes similares comparadas as sequéncias de categorias
comportamentais. Com isso os resultados das categorias foram somados e
apresentados de forma conjunta.

Em geral, os comportamentos de pré-montagem foram mais frequentemente
observados do que os de monta, ndo foram observadas diferencas entre os insetos

em condi¢des de luz e escuro (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de individuos observados em cada categoria comportamental, a
porcentagem de individuos que realizaram cada categoria de comportamento em arenas
formadas por placas de Petri sob condi¢cdes de luz e escuro. Teste de propor¢cdo de cada
categoria comportamental em condigcbes de luz e escuro observando sua diferenca
significativa utilizando teste de 2.

Cdbdigo da categoria Observagdes de Observagdes de Teste de proporcéo
comportamental acdes no escuro acdes naluz

Mov 105 (1) 92 (1)

Enc.Cas 99 (0.94) 88 (0.95) ¥?1=0.012P=0.91
SubF 79 (0.75) 75 (0.81) ¥?1=0.796 P = 0.37
SubM 28 (0.26) 16 (0.17) ¥21=1.926 P=0.16
LimPa 30 (0.28) 35 (0.38) ¥21=1.584 P =0.20
SacM 14 (0.13) 9 (0.09) ¥?1=0.304 P =0.58
SrejF 16 (0.15) 10 (0.10) ¥?1=0.480 P =0.48
FPara 12 (0.11) 4 (0.04) ¥21=2414P=0.12
Cop 13 (0.12) 12 (0.13) ¥21=1.370e-30P =1
TeCop 12 (0.11) 9 (0.09) ¥?1=0.020 P = 0.88
FrejM 4 (0.03) 4 (0.04) ¥21=1.190e-30 P = 1.
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Do total de casais observados (n = 197) somente 12,69 % (n = 25) finalizaram
a sequéncia de comportamento com copula, em geral se observou uma maior
ocorréncia de comportamentos ao inicio do acasalamento do que ao final do mesmo
(Tabela 3).

Algumas das sequéncias comportamentais foram claramente estereotipadas
uma vez que a sua ocorréncia foi significativamente diferente do esperado (Figura 4).
Em particular o encontro dos insetos, a monta dos machos nas fémeas, o canto dos
machos que mantem as fémeas estaticas e permite a coépula foram os
comportamentos que mostraram maiores valores de probabilidade de transi¢cao
(Figura 4, 5).

Tabela 3. Total de observagdes de cada categoria comportamental registradas em 197 casais
de Sternochetus mangiferae observados em arenas construidas com placa de Petri de 9 cm

de diametro.
Cédigo da categoria Total de observagdes da agéo (n)
comportamental
Mov 197
Enc.Cas 187
SubF 154
SubM 44
LimPa 65
SAcM 23
SrejF 26
FPara 16
Cop 25
TeCop 21
FrejM 8

Durante o comportamento reprodutivo, S. mangiferae emitiu estridulacées em
dois contextos diferentes. Os machos estridulam quando estdo montados no dorso da
fémea em situacdo pré-copulatoria ou mesmo quando o par esta em coépula (Figura
4). Esse sinal estridulatério paralisa os movimentos da fémea, permitindo que os
machos adotem a posicao de copula (sinal de acasalamento do macho, SAcM) (Figura
5).
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Figura 4. Sequéncia de comportamentos de acasalamento e coépula de Sternochetus
mangiferae. Os valores acima das linhas indicam a probabilidade de transicdo entre os
tratamentos. As linhas sélidas indicam transigées significativas (P < 0,005) e linhas pontuadas
indicam transicdes nao significativas (P > 0,05). As caixas descrevem as categorias
comportamentais descritas na Tabela 1
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Dos 25 machos que atingiram a coOpula em nossos experimentos, 23
estridularam quando montados em fémeas. Trés machos também emitem SAcM apds
a copula e em situagées em que as fémeas comegam a se movimentar. Nesses casos,
0s machos interromperam a copula e emitiram alguns pulsos de SAcM até que a
fémea parasse. As fémeas (n= 26) também estridularam, mas esse sinal estava
relacionado a rejeicdo do macho (sinal de rejeicao feminina, SrejF). Paralelamente as
estridulacdes, as fémeas moviam fortemente seus corpos para derrubar os machos
de seu dorso.

Ainda que uma grande variagdo entre os individuos fosse observada, os
insetos se encontraram e o contato fisico aconteceu em um curto periodo apos os
insetos comecgarem a se mover (tempo de encontro 7,33 £ 11,15 s (n = 21)). A monta
de machos aceitos (tempo desde a monta até o inicio da copula, tempo de monta =
46,95 + 262,57 s, n =23, minimo =2 s, maximo = 808 s) e o tempo de copula (1320,64
+1122,62, n = 23, minimo = 173 s, maximo = 2987 s) consumiram mais tempo do que

outros comportamentos registrados.

Figura 5. Sequéncia das principais categorias comportamentais do comportamento
reprodutivo de Sternochetus mangiferae. A. Movimentac¢do, B.Encontro casais, C. Macho
monta sobre a fémea, D. Macho se movendo sobre a fémea, E. Macho emitindo sinal para
fémea, F. Macho em posic¢ao de copula.
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DISCUSSAO

Sternochetus mangiferae apresenta comportamento reprodutivo semelhante ao
observado em outras espécies de Curculionidae (Claridge, 1968; Wojcik, 1969;
Kaakeh, 1998; Carbone e Rivera, 1998; Cortero et al., 2004). Em particular, para S.
mangiferae a maioria das sequéncias comportamentais apresentaram baixo grau de
estereotipias, como sugerem os baixos valores de probabilidade de transicdo de
comportamentos mostrados no etograma (Figura 4), o que também € observado para
outras espécies da Familia (Souza, 2006).

Em algumas espécies de Curculionidae se descreveram comportamentos
especificos de pré-copula, como antenagao (toques repetitivos e ritmicos do corpo do
parceiro com as antenas) ou raspagem de parte do corpo entre 0s parceiros utilizando
as mandibulas ou outras partes rigidas do corpo. Estes tipos de interagées sao
interpretados como sinais mecéanicos (tateis) que podem fornecer aos parceiros
informacdes relevantes para o acasalamento e copula (Wojcik, 1969; Souza, 2006;
Isa; Kumano; Tatsuta, 2019). Em S. mangiferae nao foram identificados outros sinais
além de estridulagdes, mas a presenca de sinais de outras modalidades (tateis,
visuais ou quimicos) quando os insetos estdo proximos ou em contato fisico ndo
podem ser descartados (Izzo et al., 2010; Bro-Jorgensen, 2010; Matins, 2013; Isa;
Kumano; Tatsuta, 2019), por comportamentos pré-copula apresentarem maior
duracao do que os demais.

Um comportamento muito frequente observado durante o periodo de pré-monta
e durante a monta do macho na fémea foi a limpeza das patas. Este comportamento
pode estar associado a uma forma de remover impurezas com o objetivo de melhorar
a percepcao de estimulos (Boéroczky, 2013). Os insetos possuem receptores
sensoriais diversos nas antenas e nas patas e, normalmente, sao estas as partes do
corpo que os insetos limpam com maior frequéncia (Valentine, 1973; Chapman, 1982;
Wanto e Fischer, 2005; Boéroczky, 2013). Esse comportamento pode reforcar a ideia
do uso de sinais quimicos ou tateis durante o acasalamento e copula (Wojcik,1969).
A limpeza das patas também foi observada com frequéncia quando o macho estava
montado na fémea e pouco antes das tentativas de cdpula. Este comportamento
também ¢é frequente em outros Curculionidae como Sitophilus granarius (Linnaeus,

1758) (Woijcik, 1969) ou espécies do género Conotrachelus (Valentine, 1973). A monta
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das fémeas é um mecanismo de pré-copula comum em Coleoptera (Claridge, 1968;
Woijcik, 1969; Kaakeh, 1998; Barreto; Anjos; Della Lucia, 1999; Wanto e Fischer, 2005;
Rodriguez, 2015) que possivelmente favorece o posicionamento dos parceiros para a
insercao do edeago na abertura genital da fémea.

Os machos emitiram sinais estridulatorios quando estavam montados sobre as
fémeas. Este sinal mantém a fémea em posicao e interrompe 0s seus movimentos,
favorecendo a copula posteriormente. As fémeas emitiam o sinal semelhante ao
observado em situagoes de estresse (ver Capitulo 2). Este sinal foi emitido quando o
macho montou sobre a fémea, quando o macho sinalizava para a fémea ou quando
tentava acasalar, apos a sinalizagdo o macho desmontava ou se afastava da fémea.
Considerando essas caracteristicas, os sinais foram classificados como sinal de corte
do macho (SAcM) e sinais de rejeicao fémea (SrejF).

A proporc¢ao de casais que copularam (12,69% dos casais observados) pode
ser considerada baixa em relacdo ao reportado para outras espécies de
Curculionidae, Cosmopolites sordidus (Germar, 1824) (25% a 55%, n = 40) (Uzakah
e Odebiyui, 2015), Anthonomus grandis (Boheman, 1843) (70%, n = 50) (Mayer e
Brazzel, 1963) e Spermologus rufus (Boheman, 1843) (80%, n = 10) (Barreto; Anjos;
Della Lucia, 1999). Isto pode ter sido influenciado pela baixa adaptacdo de S.
mangiferae as condi¢cdes de laboratorio, que pode interferir com a sua fisiologia
reprodutiva, producédo de sinais e comunicagdo, fatos comumente relatados para
insetos em condi¢des de laboratério (Edgar et al., 2013; Tavares; Campos; Tavares,
2016; Bedoya et al., 2019) ou por motivo dos insetos utilizados serem recebido ja na
fase adulta, ndo houve possibilidade de abordar a idade como variavel de controle. As
fémeas podem exercer grande pressao sexual para a escolha dos machos.

De forma semelhante ao observado em outros Curculionidae (Wojcik, 1969;
Barreto; Anjos; Della Lucia,1999; Wanto e Fischer, 2005), em S. mangiferae foi
observado uma série de comportamentos aleatérios, nao incluidos no etograma ja que
ocorreram raras ocasides e a sua relacdo com outros comportamentos relevantes
(transicdes) nao foram significativas.

Em experimentos em condi¢cées de luz e escuriddo ndao foram observadas
diferencas no comportamento dos insetos, mesmo que S. mangiferae seja
considerada uma espécie noturna (Balock e Kozuma, 1964; Braimah e Emder 2010;
Louw, 2013; Woodruff e Faluso, 2015).
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Sinais semelhantes ao SAcM de S. mangiferae sdo comumente descritos em
Curculionidae e outros insetos (Claridge, 1968; Wilson et al., 1993; Wanto e Fischer;
2005 Rodriguez, 2015; Golov et al.,, 2018, Goodwin et al., 2019). Em algumas
espécies, esses sinais foram associados a atracdo dos parceiros que mostram
movimentos orientados para a fonte desses sinais (Mampe e Neunzig, 1966; Rudinsky
et al., 1978; Lukic et al., 2021), o que ndo foi obsevado no caso de S. mangiferae.
Entretanto, ndo € possivel descartar esta fungdo para o sinal SAcM dado que os
experimentos foram realizados em arenas onde os insetos se encontravam.
Experimentos especificos precisam ser desenvolvidos para testar se o sinal SAcM de
S. mangiferae pode ser atrativo para as fémeas.

Alguns dos machos que copulam também emitem sinais SAcM durante a
codpula, fato também relatado para espécies de Smycronix (Hyder e Oseto, 1989). A
sinalizagao durante a copula reforga as hipoteses de que a principal fungdo do SAcM
€ imobilizar as fémeas e facilitar o acesso dos machos a cépula.

O ato de sinalizagao sobre a fémea antes da cépula € um comportamento
também descrito para sinais quimicos caracterizados pelos hidrocarbonetos
cuticulares (Isa et al., 2019; Izzo et al., 2010) ou ainda com uma mistura de sinais de
diferentes naturezas (Bro-Jorgensen, 2010).

A informacdo aqui apresentada constitui a primeira descricdo detalhada do
comportamento reprodutivo de S. mangiferae e os sinais acusticos envolvidos no
mesmo. Estes conhecimentos podem ser relevantes para uma melhor compreensao
da sua biologia e ecologia auxiliando a compreender seu impacto como praga na
cultura da mangueira e sua capacidade de colonizagcao de novos ambientes. Estas
informacdes sdo relevantes uma vez que se trata de um inseto quarentenario e
considerado praga principal em todos os locais de produ¢ao de manga.

Adicionalmente as observa¢cdes do comportamento de acasalamento e copula
permitem inferir que outros tipos de sinais (quimicos, tateis ou visuais) podem estar
envolvidos no comportamento reprodutivo da espécie. Esta hipotese deve ser avaliada

em trabalhos futuros.
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CAPITULO 2
Caracteristicas dos sinais estridulatérios, anatomia do

aparelho estridulatério e mecanismo de estridulagcdo em

Sternochetus mangiferae
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INTRODUCAO

Os sinais estridulatorios sdo comumente encontrados em insetos. Na Ordem
Coleoptera se registram em ao menos 30 familias, sendo descritos 14 tipos diferentes
de orgados utilizados na estridulagdo (Lyal e King, 1996; Wessel, 2006). As
estridulacdes podem ser produzidas por adultos, larvas e pupas (Tabela 1) a partir de
duas estruturas cuticulares chamadas de pars stridens e plectrum (Wessel, 2006). Em
geral, o pars stridens consiste de finas pregas paralelas da cuticula e o plectrum é
formado por protuberancias salientes (Lyal e King, 1996; Wessel, 2006; Davranoglou;
Taylor; Mortimer, 2023). A estrutura e localizagdo do pars stridens pode variar nas
diferentes familias de Coleoptera (Tabela 1) (Lyal e King, 1996; Wessel, 2006).

Na maioria dos casos, a producao de estridulagbes esta relacionada a
situagoes de estresse ou disturbio e teriam fung¢des defensivas ou de alerta. Insetos
submetidos a estresse fisico ou ambiental emitem os sinais estridulatorios de forma
intermitente ou continua enquanto a causa do estresse permanece ativa (Claridge,
1969; Lyal e King, 1996; Nunes; Ronchi-Teles; Spironello, 2009).

Os sinais estridulatérios produzidos pelos machos também tem funcédo na
comunicagcdo sexual uma vez que sado emitidos em situagbes pré-copulatorias. A
emissao destes sinais paralisa as fémeas que interrompem os seus movimentos o que
facilita, posteriormente, a copula. Por estas caracteristicas, estes sinais emitidos pelos
machos se associam com comportamentos de dominancia ou submissao das fémeas
(Lyal e King, 1996; Gaiger e Vanin, 2006; Goodwin et al., 2019).

Como os sinais estridulatérios sdo emitidos em situacdo onde os insetos estao
em curtas distdncias ou ainda em contato fisico se propde que eles tém dois
componentes, um acustico, transmitido pelo ar e outro vibracional transmitido pelo
substrato ou ainda pelo proprio corpo dos insetos (Claridge, 1968).

Curculionidae é a maior familia dentro de Coleoptera, com aproximadamente
50.000 espécies (Lyal e King, 1996) descritas em 65 subfamilias (Lima, 1956; Ferreira,
2016). Ao menos metade das espécies conhecidas poderiam produzir sinais

estridulatérios (Lyal e King, 1996).

29



Tabela 1. Tipos de aparelho estridulatério em Coleoptera em relagéo a localizagdo do pars
stridens e plectrum. Localizacdo do pars stridens e Familias que apresentam as estruturas.

Dados adaptados de Wessel (2006).

Tipo de aparelho estridulatério

Localizac&o do pars stridens -

Localizacéo das

estruturas de estridulacéo

Familias

plectrum Pars stridens
) ) . . Nitidulidae, Languriidae,
Cranio-Vertice pro-toracico Cefalico o
Hispidae
Tenebrionidae, Scolytidae,
Gula ..
Anobiidae
Prosterno-mesosternal Toréacico Melolonthidae
Pronoto-femoral Bostrychidae
Mesonoto-pronotal Cerambycidae
i Abdominal . .
Abdomino-femoral Cetoniidae, Heteroceridae
) ) Carabidae, Hydrophilidae,
Abdomino-elitral . o
Scarabaeidae, Curculionidae
) Passalidae, Geotrupidae,
Abdomino-alar .
Dynastidae
Coxo-metasternal Patas Geotrupidae, Cerambycidae

Femoral

Carabidae, Rutelidae

Elitro-abdominal

Elitro-femoral

Elitral

Alaria-abdominal

Asas posteriores (élitro)

Asas anteriores

Trogidae, Scarabaeidae,
Curculionidae, Scolytidae
Carabidae, Tenebrionidae,
Cerambycidae, Lucanidae
Dytiscidae, Erotylidae,
Endomychidae

Scarabaeidae

Maxilo-mandibular

Mesocoxa-pernas traseiras

Metatrochanto-mesocoxal

Estridulacdo em larvas

Scarabaeidae, Rutelidae,
Cetoniidae
Passalidae, Geotrupidae

Lucanidae

Tergal -Juncdo dos tergitos 1a 6

Estridulagdo em pupa

Scarabaeidae
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Em geral, as estridula¢des de Curculionidae sdo de baixa intensidade pelo que
se transmite em distancias curtas, por isto a sua fungao principal esta relacionada com
comportamentos de resposta a disturbios (contato fisico direto), para machos atrairem
fémeas, rivalidade entre machos por uma fémea, reconhecimento pré-copulatoério,
isolamento reprodutivo e sinais de agregacdo em espécies gregarias ou com
interacdes grupais (Claridge, 1969; Lyal e King, 1996; Wessel, 2006).

O tipo de aparelho estridulatorio mais comum em Curculionidae é o élitro-tergal.
Em geral a estrutura € formada por uma fileira de pregas cuticulares que formam o
pars stridens e um plectrum formado por protuberancias na cuticula em forma de
tubérculos, espinhos ou cerdas (Lyal e King, 1996; Davranoglou; Taylor; Mortimer,
2023).

A posicao do pars stridens e do plectrum variam entre as diferentes subfamilias
de Curculionidae. Lyal e King (1996) reconhecem quatro tipos, o tipo 1 compreende
um pars stridens na parte interna do élitro na sua metade apical (Figura 1), proximo
da sutura elitral (onde os élitros se encaixam quando fechados) e um plectrum formado
por tubérculos salientes localizado no sétimo tergito abdominal (Figura 2). No tipo 2,
o plectrum e o pars stridens sao invertidos. Os tubérculos do tergito assumem a funcao
de pars stridens e o plectrum € uma crista elitral. O tipo 3 é encontrado apenas em
fémeas das subfamilias Cryptorhynchinae e Molytinae (Ithyporini), nelas o pars
stridens é derivado das estruturas de fixagao do dispositivo de dobramento das asas,
no sétimo tergito e o plectrum é uma crista elitral. Lyal e King descreveram este
aparelho sendo presente em fémeas de S. mangiferae. O tipo 4 s6 é presente em
machos da tribo Amycterini (Cyclominae), neles o pars stridens € formado por cristas
transversais subparalelas na base do sétimo tergito e o plectrum é elitral. Além destas
variacdes, nas fémeas o aparelho estridulatério muitas vezes apresenta menores
dimensdes em relacdo ao dos machos (Gibson, 1967; Lyal e King, 1996).

Durante a manipulacado em laboratério e estudo do comportamento reprodutivo
de Sternochetus mangiferae (Coleoptera, Curculionidae) foi comprovado que os
insetos emitem estridulagcdes pela movimentacao de seu abdome contra a porc¢ao final
de seu élitro. Esta estridulagao foi observada em duas situagdes. Ao sofrer alguma
acao externa, que €& considerado um disturbio, como por exemplo a simples
manipulagcdo para manutengdo das gaiolas durante o estudo, ou durante o

comportamento de acasalamento (ver Capitulo 1).
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Figura 1. A. Exemplo generalizado de élitro de Curculionidae, mostrando suas divisdes.
Referéncias: a. regido subapical, b. margem da sutura, c. flange sutural, d. parte céncava do
élitro, e. margem costal, f. borda externa do élitro, g. crista submarginal. B. Alcidodes
humeralis, élitro esquerdo, interno, mostrando pars stridens tipo 1. Referéncias: c. flange
sutural, ps. Pars stridens. Fonte: Lyal e King, 1996.

t8

Figura 2. Vista dorsal da parte posterior do abdome de fémea de Rhynchaenus fagi.
Referéncias: rda. remendo das estruturas de fixagdo de dobramento das asas (marcagoes no
abdome onde as asas se posicionam dobradas; p. plectrum (pinos estridulatorios), sp. sulco
entre pinos, t7. sétimo tergito, t8. oitavo tergito. Fonte: Claridge, 1968.
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Assim, o objetivo deste trabalho foi caracterizar os sinais produzidos por S.
mangiferae e descrever a anatomia e os mecanismos utilizados na producao desses
sinais.

Os objetivos especificos foram:

Caracterizar os sinais realizados em situagcdo de estresse e em situagao de
acasalamento/cépula.

Caracterizar morfologicamente o aparelho estridulatério de machos e fémeas
de S. mangiferae mediante o registro e analise de imagens em microscopio
estereoscopico e microscopio eletrénico de varredura.

Analisar, mediante registro de imagens e observacao direta o0 mecanismo de

producéao de estridulagdes de machos e fémeas.

MATERIAL E METODOS

Registro dos sinais estridulatorios emitidos por

S.mangiferae em situacdes de estresse

Durante as observagbes do comportamento reprodutivo de S. mangiferae
(Capitulo 1) foi observado e registrado a emissao de sinais pelos machos e fémeas
associado a copula. Machos emitiando sinais com o objetivo das fémeas ficarem
iméveis para assim copularem (SAcasM) e fémeas emitiam sinais para rejeitar os
machos (SrejF), levando ao fim do acasalamento com a separacgao.

Para estabelecer se em situagcdes de estresse machos e fémeas de S.
mangiferae também emitem sinais estridulatorios foi utilizado o mesmo protocolo e
equipamentos descritos no Capitulo 1. Uma placa de Petri de vidro de 9 cm de
didmetro (90 x 15 mm) foi colocada sobre a superficie do acelerébmetro e acima dela,
a uma distancia de 3 cm foi acondicionado o microfone. Nesta placa foram
introduzidos, de forma individual, adultos de ambos os sexos e estes foram
submetidos a situacao de estresse por meio da utilizacdo de uma pinga entomolégica
com a que se pressionou as laterais do toérax e o inicio do seu abdome, seguindo o
protocolo descrito por Gibson (1967). Cada individuo foi mantido durante 3 minutos

nesta situagao e os sinais emitidos registrados de forma continua. Com esta
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metodologia foram coletados os sons emitidos por 30 machos e 30 fémeas.

Analises dos sinais estridulatérios

Os sinais emitidos pelos insetos durante o comportamento reprodutivo € em
situacbes de estresse foram analisados utilizando o programa computacional
SoundForge (Sonic Foundry Sound Forge 4.0) (Figura 3) e caracterizados utilizando
parametros temporais e espectrais. Seguindo a terminologia especifica para
estridulagdes em Curculionidae, é determinado como guincho, chiado ou chilro, o ato
de estridulagcdo, que representam um pulso (emissdo de estridulagbes com
intensidade acima do ruido ambiental). Os paréametros temporais medidos foram
duracéo do pulso (ms), considerando o inicio e o fim das oscilagdes registradas acima
do nivel de ruido, tempo de repeticao (ms) (intervalo entre o inicio de um pulso e o
seguinte) e intervalo entre os pulsos (ms) (intervalo entre o fim de um pulso e o inicio
do proximo). Estes parametros foram medidos em 30 pulsos de cada individuo dez
em cada minuto do registro dos sinais (tempo total de registro 3 minutos). Os
parametros espectrais foram a frequéncia dominante, medida em Hz, e presenca e
numero de frequéncias harménicas (Laumann et al., 2016; Cokl et al., 2017; Martinez,
2021). Utilizando a funcdo Spectrum Analise do programa citado foram gerados os
espectros de frequéncias (FFT - transformacéo rapida de Fourier, tamanho 16.384,
sobreposicao de FFT 75%, janela de suavizagdo Blackman-Harris, faixa de exibicao
de 0 a 10 kHz, rango de amplitude 60 dB). Os sonogramas de pulsos individuais ou
sequéncias de pulsos foram gerados utilizando o programa Audacity (Audacity 3.3.
GNU General Public License), utilizando a funcdo Espectrograma (FFT -
transformacao rapida de Fourier, tamanho 1.024, sobreposi¢cao de FFT 75%, janela
de suavizacdo Hann, faixa de exibicdo de 0 a 20 kHz, rango de amplitude 60 dB)
(Laumann et al., 2016). Para os sinais produzidos em situa¢cdes de estresse também
foram computados o numero de pulsos emitidos por segundo (considerando 30
intervalos de 1 segundo para cada individuo), o numero de pulso emitidos em
intervalos de 20 segundos (considerando 3 intervalos de 20 segundos para cada
individuo, um para cada minuto do registro dos sinais) e o numero de pulsos emitidos
em intervalos de 1 minuto. Em todos os casos os intervalos foram escolhidos

aleatoriamente nos 3 minutos de duracao de cada arquivo. Os valores dos parametros
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temporais e espectrais foram tabulados em planilha para analise estatistica dos dados
(Cokl et al., 2017).

Figura 3. Imagem do programa Sound Fourge mostrando oscilogramas com dois pulsos
emitidos por um macho de Sternochetus mangiferae. Fonte: Autor, 2023.

Descricdo anatémica do aparelho estridulatério

Para caracterizar a morfologia do aparelho estridulatorio de S. mangiferae foi
realizado um estudo anatdmico das estruturas associadas a producao de sinais de
estridulacao utilizando analises de imagens registradas em Microscopio Eletrénico de

Varredura (MEV) (Figura 4) e em estereomicroscopio Leica (modelo M205 FA).

Figura 4. Microscopio Eletrénico de Varredura. Fonte: Autor, 2023.
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As andlises em MEV foram realizadas com 10 insetos de cada sexo
sacrificados utilizando cloroférmio (99.5%, Sigma Aldrich). Apés a morte dos insetos
os élitros foram separados do corpo utilizando pingas entomoldgicas. Os élitros de
cada inseto e o restante do corpo (o dorso para cima) foram fixados em stubs de
aluminio (12 mm) com fita de carbono (Figura 5).

Os stubs com as partes dos insetos foram colocados em suportes plasticos de
ponteiras de micropipetas, introduzidos numa caixa plastica contendo silica gel azul
(1-4 mm, VETEC, Duque de Caxias, Brasil) em seu fundo e mantidos em capela de

exaustao por 24 h para desidratagcdo do material.

/8 S N
X720+

/

Figura 5. Material de Sternochetus mangiferae montado em stubs de aluminios fixados com
fita de carbono, metalizado em ouro.

O material foi posteriormente metalizado sob corrente de 25 amperes, com a
pulverizagdo em ouro de 25 nm em equipamento Emitech K550. Apds metalizado foi
levado ao microscopio eletrénico de varredura (MEV) sob 80cKV, para observacao
(Figura 4). As imagens foram registradas em aproximagdo de 500 a 200 pm e
armazenadas em formato TIF (Tagged Image File) para posterior analise.

Adicionalmente 10 machos e 10 fémeas dissecadas segundo descrito
anteriormente e mantidos em alcool 70% foram utilizados para obter imagens em
microscopio estereoscopico (Leica, modelo M205 FA acoplado a camera fotografica
Leica DMC4500). As imagens obtidas foram armazenadas no programa
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computacional da Leica (Leica LAS Interactive Measurements). Previamente as
observagodes, os insetos e seus élitros, individualizados em vials de vidro de 5 ml,
foram retirados e secos com papel toalha. Posteriormente foram fixados no centro de
uma lamina de vidro de microscopia contendo uma tira de fita dupla face (1 x 1 cm).
O dorso do abdome dos individuos e a parte interna dos élitros foram fotografados.
As imagens foram registradas em aproximacao de 500 um. As imagens obtidas foram
armazenadas em formato TIF (Tagged Image File) para posterior medicado das
estruturas utilizando o programa computacional ImageJ (Image Processing & Analysis
in Java). A medicdo foi feita nos segmentos finais do abdome, onde foi medido o
comprimento das cerdas do ultimo segmento em machos e o pars stridens presente
na parte superior do ultimo segmento abdominal das fémeas. Nos élitros foram
medidas as estrias do pars stridens na porgao final do élitro dos machos e a crista
esclerotizada na regido submarginal da porcao final dos élitros das fémeas (Lyal e
King, 1996). Em cada caso foram medidos o comprimento, largura e area total do pars
stridens. Nos machos foram realizadas trés medi¢des da largura do seu pars stridens
(porcao inicial, mediana e final), para medir a variabilidade da largura ao longo da
estrutura. As medicdes foram realizadas em micrometros (Funcao Analyse, Opcéo Set
Scale) ajustando a unidade de comprimento de acordo com a escala da imagem em
pm. O numero de cristas de pars stridens foram contadas usando as cinco melhores
imagens de diferentes fémeas e machos de MEV usando a ferramenta ImagedJ para
contagem automatica (plugin Cell Counter, GNU General Public License, Kurt De
Vos).

Andlise do mecanismo de producéao de estridulagfes

Para descrever e analisar o mecanismo de producao de sinais estridulatorios
foi retirado um dos élitros em individuos de ambos os sexos para posteriormente
registrar os seus sinais de estresse e observados sob lupa binocular. Os insetos foram
anestesiados por congelamento durante 2 minutos e, em seguida, utilizando pingas
entomologicas, um dos élitros (direita ou esquerda, n = 6 para cada sexo e élitro) foi
dissecado. Os insetos foram mantidos em gaiolas de plastico por 30 minutos para se
recuperarem do estresse. Apos esse periodo, os sinais de estresse foram registrados
seguindo os procedimentos descritos acima. Além disso, os insetos foram observados
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sob um microscopio estereoscopico para analisar os movimentos dos élitros e do
abdome quando emitiam sinais estridulatorios. Os movimentos das partes do corpo

também foram registrados usando um celular acoplado a lente ocular do microscopio.

Analises estatisticas

Para comparar os sinais estridulatorios emitidos por machos e fémeas em
situacao de estresse foram utilizados modelos lineares generalizados mistos (GLMM)
com distribuicdo de erros Gamma. O numero de pulsos por segundo e numero de
pulsos por minuto foram comparados entre os sexos com GLMM com distribuicdo de
erros de Poisson, considerando, em ambos casos, sexo como efeito fixo e individuos
como efeitos aleatérios. Finalmente, para comparar se os insetos emitem os sinais
estridulatério com a mesma intensidade durante todo o intervalo em que a situagao
de estresse esta presente o numero de pulsos emitidos em intervalos de 20 s em trés
intervalos de tempo (primeiro, segundo e terceiro minutos dos registros) foram
comparados para machos e fémeas utilizando GLMM e analise de devianga
(ANODEYV) com distribuicdo de erros de Poisson, considerando intervalo como efeito
fixo e individuos com efeito aleatério. No caso de a ANODEV mostrar efeitos
significativos dos intervalos os mesmos foram comparados com analise de contrastes.
Para analisar o mecanismo de emissao de sinais estridulatorio a proporgao de picos
por pulso em relagao as cristas de pars stridens foi calculada a partir do numero médio
de picos por pulso (N = 10 por individuo) emitidos por cada individuo dividido pela
meédia do numero de cristas de seus pars stridens, calculado como a média de cada
componente (direito e esquerdo). Para este calculo foram utilizadas imagens de MEV
e 0s correspondentes registros de sinais de 5 machos e 5 fémeas. Todas as analises

foram realizadas na plataforma R utilizando os pacotes Ime4 e contrast.

RESULTADOS

Em condi¢cbes de estresse os insetos emitiram sinais de forma mais ou menos
continua enquanto permaneceu o efeito estressor (neste caso pressdo do corpo do
inseto com pinca entomoldgica), 76,7 % dos machos (n = 23) e 70 % das fémeas (n =
20). Os sinais de estresse apresentaram uma variabilidade ampla dos parametros
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temporais e espectrais entre os individuos tanto para machos quanto para fémeas
(Apéndice 1). Estes sinais se apresentam como uma longa sequéncia de pulsos curtos
gue sao mais longos nos sinais dos machos do que nas fémeas (GLM, t = -4,62, P <
0,001) (Tabela 2). Por sua vez o intervalo entre pulsos € mais curto nos sinais dos
machos (GLM, t = 2,45, P = 0,014), o que resulta em sinais que se emitem com
periodos similares expressos pela auséncia de diferengas no tempo de repeticdo dos
sinais (Tabela 2). Ndo foram observadas diferencas nas frequéncias dominantes tanto

para os sinais registrados no acelerdbmetro como no microfone.

Tabela 2. Caracteristicas temporais e espectrais dos sinais estridulatdrios emitidos por fémeas
e machos de Sternochetus mangiferae em diferentes contextos comportamentais. Os sinais
foram registrados utilizando um acelerébmetro piezoelétrico e um microfone de alta
sensibilidade.

Tipos
de DP P TR FDM FDA
Som (ms) (ms) (ms)
Feey 5047£3575A 4659:2620A 9764244032 358311481411  4438.40%1011,03
s (N = 883) (N = 876) (N = 884) (N = 800) (N = 839)
MEstr 8237+3417Ba 2878+17,15Ba 112,03+3817a 362646 + 93352 a 4331(,7\17_*8%2)’52 a
(total) (N = 885) (N = 873) (N = 882) (N = 833) =
Sacy 6518£2354b  4223:2354b 10741£2904b 5437,002+2047,19b 2394,50£824.74 b
c (N = 300) (N = 300) (N = 300) (N = 300) (N = 193)
7148 +34.44  228.04+7808 28667 +6184  458980+1672,98 220320 + 889,81
SrejF (N = 25) (N = 25) (N = 18) (N = 25) (N = 25)

Referéncias: FEstr: sinal estridulatério emitido por fémeas sob estresse, MEstr: sinal estridulatério emitido por machos sob
estresse, SAcM: sinal estridulatério emitido por machos durante a corte e copula (montagem e cépula), SrejF: sinal estridulatério
emitido por fémeas durante a corte para rejeitar machos (montagem dos machos), DP: duragao do pulso, IP: intervalo do pulso.
TR: tempo de repeticdo de pulso, FDM: frequéncia dominante de pulso medida a partir de registros de microfone, FDA: frequéncia
dominante de pulsos medida a partir de registros de acelerémetros piezoelétricos. N = niumero de pulsos. Para FEstr e MEstr
foram utilizados sinais de 30 individuos, para SAcM sinais de 25 individuos e para SrejF sinais de 5 individuos. Cada parametro
em cada coluna seguido por letras mailsculas diferentes indica diferengas significativas entre machos e fémeas e seguido por
letras mindsculas diferentes indicam diferengas significativas entre MEstr e SAcM. (GLMM P < 0,05). Comparagdes entre FEstr
e SrejFt ndo foram realizadas devido ao baixo numero de pulsos de SrejF registrados.

O sonograma dos sinais mostra uma frequéncia fundamental para os sinais de
ambos os sexos em torno de 1000 Hz e posteriormente uma sequéncia de 5 a 6
harmoénicos. A frequéncia dominante foi relacionada aos harmdnicos mais altos
(Tabela 2, Figura 6). A frequéncia espectral dos pulsos também apresentou

modulacdo em frequéncia (FM) (Figura 6).
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Figura 6. Oscilogramas e sonogramas de sinais de estresse de fémeas e machos de
Sternochetus mangiferae registrados com acelerdbmetro piezoelétrico ou microfone. Os
valores acima dos pulsos individuais dos machos representam a média + DP da duragao dos
pulsos e as frequéncias dominantes do primeiro e segundo componentes de um pulso.
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A principal diferenga entre o sinal de estresse de machos (MEstr, sinal de
estresse macho) e fémeas (FEstr, sinal de estresse fémea) se observa na sua
estrutura. Nos machos, os pulsos MEstr sdo compostos de duas partes. A primeira
parte foi mais longa que a segunda parte do sinal (GLM, z = 27,53, P < 0,001) e
também apresentou frequéncias dominantes mais altas, quando medidas tanto no
acelerdometro (GLM, z = -9,36, P < 0,001) quanto no microfone (GLM, z = -5,49, P <
0,001) (Figura 6). Essas duas partes também diferem em amplitude (Figura 6). Nas

fémeas, os pulsos do FEstr sdo compostos por um unico componente (Figura 6).

Tabela 3. Taxa de emissdo de pulsos (numero de pulsos/segundo ou /minuto) de sinais
estridulatorios por fémeas e machos de Sternochetus mangiferae em diferentes contextos
comportamentais. Os sinais foram contados a partir dos registros em acelerbmetro
piezoelétrico.

Tipos de Sinal NP/s NP/m
1057 £3.25 A 480,68 * 114.41
FEstr (N = 898) (N = 60)
MEstr 9,06 + 2,50 B 537,67 + 137,97
(N =900) (N=159)
8,50 + 2,61
SACM (N =217)
. 3,5+ 0,62
SrejF (N = 18)

Referéncias: FEstr: sinal estridulatério emitido em contexto de estresse pelas fémeas, MEstr: sinal estridulatério
emitido em contexto de estresse pelos machos, SAcM: sinal estridulatorio emitido pelos machos durante o
acasalamento (pré-monta e monta), SrejF: sinal estridulatério emitido pelas fémeas durante o acasalamento
(monta), NP/s; numero de pulsos por segundo, NP/m: numero de pulsos por minuto. Os valores médios dos
parametros, em cada coluna, seguidos de letras maiusculas diferentes indicam diferencgas significativas na taxa de
emissao de sinais estridulatérios emitidos em condi¢des de estresse (Analise GLMM P < 0,05). N= numero de
pulsos utilizados para mensurar os parametros. Para NP/s foram utilizados 30 intervalos de 1 s para cada individuo
e para NP/m foi utilizado 1 intervalo de 1 m por individuo. Para o NP/s foram observados sinais estridulatérios de
30 individuos e para NP/m sinais estridulatorios de 20 individuos.

SAcM masculinos foram formados por 39,25 + 31,80 pulsos (n = 83 de 23
individuos) emitidos por 5,62 £ 5,03 s (N = 83 de 23 individuos) sem diferencas no
numero de pulsos por segundo com MEstr (GLMM, z = 1,84 P = 0,065) (Tabela 2).
SrejF femininos foram emitidos durante um periodo mais longo 7,23 + 3,42 s, mas
com um menor numero de pulsos 18,71 £ 7,70 (N = 7 de 5 fémeas). Neste caso, 0
numero de pulsos por segundo nao foi comparado com o FEstr, devido ao niumero
reduzido de sinais e fémeas a partir dos quais o SrejF foi registrado e analisado.

Ao considerar o ritmo de emissao dos sinais estridulatorios foram observados
um maior numero de pulsos por segundo nas fémeas em relacdo aos machos,
entretanto ao considerar um periodo de tempo maior (numero de pulsos por minuto)

a taxa de emissao de sinais de estresse foi similar (Tabela 3).
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Figura 7. Box plot do numero de pulsos emitidos por machos e fémeas de Sternochetus
mangiferae em intervalos de 20 s. O numero de pulsos/20 s foi contado em 3 intervalos de
tempo desde o inicio do registro dos sinais (primeiro, segundo e terceiro minuto). As letras
diferentes acima de cada caixa indicam diferengas significativas no numero de pulsos/20 s
entre os intervalos do primeiro, segundo e terceiro minutos desde o inicio do registro dos
sinais (analise de contrastes P < 0,05).

Foi constatado que a taxa de emissao de sinais, considerando o numero de
pulsos emitidos a cada 20 segundos em trés periodos diferentes (primeiro, segundo e
terceiro minutos desde o inicio dos registros) mostrou uma reducao constante nos
machos e uma queda entre o primeiro e 0s outros dos intervalos nas fémeas (Figura
7).
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Figura 8. Oscilogramas e sonogramas do sinal de rejeicao de fémeas (SrejF) e sinal de
acasalemento de machos (SAcM) de Sternochetus mangiferae registrados com acelerdmetro
piezoelétrico ou microfone.
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Sinais de machos e fémeas emitidos durante o comportamento de corte
apresentaram diferencas nos parametros temporais e espectrais em relagdo aos
sinais emitidos em situagdes estressantes (Figura 8, Tabela 2). Além disso, a taxa de
emissdo de sinais (numero de pulsos por intervalo de tempo) em cada contexto
comportamental foi diferente. SAcM e SrejF foram menos estruturados que os sinais
de estresse. Eles foram emitidos de forma irregular com menor numero de pulsos

repetidos em intervalos diferentes (Figura 8).
Morfologia do aparelho estridulatério

Nos machos, o aparelho estridulatério inclui um pars stridens formado por uma
sequéncia de cristas paralelas, transversais ao eixo longitudinal dntero-posterior do
corpo. O pars stridens estende-se da regiao apical até a regidao subapical da face
interna dos élitros, préximo a sutura élitral, apresentando aumento gradativo de
largura em diregao a regidao mediana (Figura 9, Tabela 4).

O pars stridens do élitro esquerdo apresenta uma area total maior que a do
élitro direito (Tabela 4) e € composta por um numero semelhante de cristas (134,22 +
7,88 no élitro esquerdo e 145,00 + 10,53 no élitro direito (N = 5 individuos)) (Tabela
7). O plectrum se constitui de uma série de espinhos curtos e robustos (dentes
plectrais), queratinizados na porcdo mediana do sétimo tergito (Figura 9). Esses
espinhos entram em contato com a por¢ao final do élitro e os movimentos em sentido
antero-posterior da porc¢ao final do abdome produzem as estridulagdes.

Nas fémeas, as estruturas estridulatérias sao invertidas em relagdo aos
machos. O pars stridens apresentou uma estrutura semelhante a dos machos, mas
as cristas estao dispostas mais ou menos paralelamente ao eixo longitudinal antero-
posterior do corpo (Figura 10, Tabela 5). Essas estruturas estao localizadas em ambos
os lados do eixo central do corpo, na regiao apical do tergo abdominal VII (Figura 10,
Tabela 5). A parte esquerda do pars stridens é formada por 23,80 £ 7,14 cristas e a
parte direita por 18,40 + 2,06 cristas (N = 5 individuos). Uma crista elevada na area
submarginal dos élitros forma o plectrum (Figura 10). O plectrum apresenta
comprimento médio proximo entre os lados, medido seu inicio até a por¢ao apical do
élitro (Tabela 5).
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Figura 9. Aparelho estridulatorio de Sternochetus mangiferae macho. a. PSE: Pars stridens
esquerdo (élitro esquerdo). b. PSD: Pars stridens direito (élitro direito). c. CeP: Cerdas plecrais
(plectrum) localizadas no sétimo tergito abdominal. d. CeP: Cerdas plecrais (plectrum)
localizadas no sétimo tergito abdominal. e. PSE. Pars stridens esquerdo (élitro esquerdo),
PSD: Pars stridens direito (élitro direito), Sut: sutura elitral. f: Pars stridens esquerdo em maior
aproximagao (200 um). a, b, c: imagens de estereomicroscopio; d, e, f: imagens de
microscopio eletronico de varredura (MEV). Fonte Autor, 2023.
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Figura 10. Aparelho estridulatérios de Sternochetus mangiferae macho. a. Plec.E: Plectrum
esquerdo (élitro esquerdo). b. PlecD: Plectrum direito (élitro direito). c. PSE: Pars stridens
esquerdo, PSE: Pars stridens direito (sétimo tergito). d. Imagem, pars stridens aumentado. e.
PlecE: Plectrum esquerdo (élitro esquerdo), PlecD: Plectrum direito (élitro direito), Sut: Sutura
elitral. f. PSE: Pars stridens esquerdo, PSE: Pars stridens direito (sétimo tergito). a, b, c:
imagens de estereomicroscépio; d, e, f: imagens de microscépio eletrbnico de varredura
(MEV)
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Tabela 4. Medidas (média + DP) em pum do aparelho estridulatério de machos de Sternochetus
mangiferae. Pars stridens localizado na porc¢éao final do élitro. Plectrum localizado na regido
apical do abdome.

Sexo/ CoPI
oo CoPS(EI) LarP.S1(El) LarP.S2(Elt) LarP.S3(Elt) AreP.S (Elt) (Aobd)ec
Macho 1324,23 115,80 411,29 291,92 433.809,41
(Esq) +82,33 122,52 183,76 +39,57 +99.149,15
1398,10
(Max) 155,46 (Max) 528,05 (Max) 362,23 (Max)  590.340,26
. 80,38 (Min) 311,14 (Min) 249,40 (Min) (Max)
1172,57 (Min) 285.552,56
(Min) 1006,61
+291,23
Macho 1240,58 70,66 187,30 205,43 218.766,36 1590,63
(Dir) +121,83 +14,31 +59,67 +73,49 +48.918,83 (Max)
657,22
1441,88 83,05 (Max) 273,03 (Max) 321,39 (Max)  291339,54 (Min)
(Max) 44,25 (Min) 86,35 (Min) 121,46 (Min) (Max)
1034,96 (Min) 154243,64
(Min)

Referéncias: CoP.S(Elt) = Comprimento Pars stridens (localizado no élitro). LarP.S 1(Elt) = Largura Pars stridens
primeira medigao (localizado no élitro). LarP.S 2(Elt) = Largura Pars stridens segunda medic¢ao (localizado no élitro).
LarP.S 3(Elt) = Largura Pars stridens terceira medi¢ao (localizado no élitro). AreP.S(EIt) = Area ocupada Pars
stridens (localizado no élitro). CoPlec (Abd) = Comprimento do Plectrum (localizado no abdome).

Tabela 5. Medidas (média + DP) em um do aparelho estridulatério de fémeas de Sternochetus
mangiferae. Pars stridens localizado no ultimo segmento abdominal. Plectrum localizado na
porcao submarginal do élitro.

Sexo CoPS (Abs) LarP.S (Abs) AreP.S (Abs) CoPlec (Elt)
334,79 + 50,69 698,81+120,99  183.088,50 + 56.506,51 997,71 +50,94

Fémea

(Eoqy 410,00 (Max) 867,00 (Max) 248.000,00 (Max) 1070,74 (Max)
239,92 (Min) 474,25 (Min) 84.416,16 (Min) 915,56 (Min)
323,51 +54.95 614,74 +131,40  164.591,42 +53.716,66 989,86 +109,92

Fémea 393 00 (M 9,29 223.024,01 1202,98

(Dir) ,00 (Max) 759,29 (Max) .024,01 (Max) ,98 (Max)
228,93 (Min) 374,96 (Min) 70.779,43 (Min) 838,00 (Min)

Referéncias: CoPS (Abs) = Comprimento Pars stridens (localizado no abdomen). LarP.S(Abs) = Largura Pars
stridens (localizado no abdomen). AreP.S(Abs) = Area total ocupada pelo Pars stridens no abdome medida em
pm2. CoPlec (Elt) = Comprimento do Plectrum (localizado no élitro).
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Anélise do mecanismo de producédo de estridulacfes

As observacgoes diretas e sob microscopio estereoscopico de insetos intactos e
e dos que tiveram um dos élitros retirado permitiram observar que as estridulagoes
em S. mangiferae se originam em movimentos antero-posteriores do abdome em
relacdo ao élitro, nestes movimentos os insetos elevam o abdome para colocar o dorso
em contato com a parte interna dos élitros (Figura 11). Este mecanismo permite a
raspagem do plectrum sobre o pars stridens que nos machos parece estar em contato
durante o movimento posterior e anterior do abdome e nas fémeas apenas durante o

movimento anterior do abdome.

Figura 11. A. Sternochetus mangiferae com élitro direito removido, pressionado com pinca
entomoldgica. B. Sternochetus mangiferae apresentando por¢ao final do abdome. Elitro, élitro
esquerdo; t7, sétimo tergito; t8, oitavo tergito. Fonte: Autor, 2023.

Os machos nao apresentaram uma relagao direta entre o numero de picos por
pulso com as cristas do pars stridens (propor¢cdo numero médio de picos/numero
médio de cristas = 0,59 para a primeira por¢cdao do pulso e 0,28 para a segunda
porcao), nao utilizando toda a extensao do seu aparelho para a producao dos sinais.
Nas fémeas, a relacao se aproxima a 1:1 (Proporcdao niumero médio de picos/numero
médio de cristas = 0,95) (Tabela 6), com uma relacdo direta das cristas para a

formacao de seus pulsos.
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Tabela 6. Propor¢do numero picos de pulsos médio e o numero medio de cristas de pars
stridens entre os sexos (média + DP).

N/ de cristas N/ de cristas ) ]
) ) N/ picos por pulso N/ picos por pulso
Sexo Pars stridens Pars stridens S
o (primeiro) (segundo)

Esquerdo Direito
Macho 134,2 + 8,81 145 + 11,77 81,84 + 21,89 39,92 + 11,58
Fémea 238 +7,98 18,4 £ 2,30 19,54 + 4,93

DISCUSSAO

Machos e fémeas de S. mangiferae produzem sinais estridulatérios em
situacdes de estresse e acasalamento. Os sinais sdo produzidos pelas mesmas
estruturas anatbmicas que apresentam um claro dimorfismo sexual. Os sinais
produzidos apresentaram diferencas entre os sexos e tipo de sinal em relagao as suas
caracteristicas espectro-temporais.

Ambas as fungdes comportamentais dos sinais estridulatérios foram descritas
anteriormente em espécies de Curculionidae (Lyal e King, 1996; Gaiger e Vanin, 2006;
Wessel, 2006). Outras fungdes dos sinais, como atragcao de parceiros, rivalidade entre
machos pelo acesso as fémeas, reconhecimento de parceiros € marcagao de
territério, também foram descritas previamente (Lyal e King, 1996; Drosopoulos e
Claridge, 2006; Gaiger e Vanin 2006; Nunes et al., 2009).

Os sinais estridulatorios tém dois componentes, um acustico (transmitido pelo
ar) e outro vibratorio (transmitido pelo substrato sélido). Sabe-se que ambos os
componentes, transmitidos por meios diferentes, podem ser modificados
diferencialmente durante a propagacéao (Cocroft e De Luca, 2006; Fleming et al., 2013;
Cokl et al., 2019, 2021). Em insetos, esses diferentes componentes sdo recebidos e
reproduzidos por sensilas e processos neurologicos distintos (Zorovic¢ et al., 2008;
Nishino et al., 2016; Dobai, 2017; Cokl et al., 2021). Os receptores acusticos tipicos,
os oOrgaos timpanicos, foram descritos apenas em Coleoptera, nas familias
Ciccindellidae e Scarabaeidae (Forrest et al., 1997; Wessel, 2006), mas ndo em
Curculionidae. Além disso, a propagacao dos sinais acusticos em insetos é

seriamente limitada devido as estruturas produtoras de sons muito pequenas (Bennet-
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Clark, 1998). Levando isso em consideragdo, pode-se supor que 0os componentes
vibratorios sejam a principal fonte de troca de informagdes em Curculionidae.

O aparelho estridulatério elitro-tergal mostrou uma anatomia diferente,
principalmente na distribuicdo do pars stridens e plectrum. Lyal e King (1996)
classificaram o aparelho estridulatorio de Curculionidae em quatro tipos. O terceiro
tipo, caracteristico de Cryptorhynchinae e Ithyporini, foi descrito para S. mangiferae e
S. frigidus (Fabricius, 1787) (Lyal e King, 1996). Confirmado essa descricdo basica
inicial, observagdes adicionais apresentadas aqui também mostraram diferencas na
estrutura e dimensdes entre machos e fémeas, que podem estar relacionadas as
diferencas nos paradmetros dos sinais registrados.

As observagbes do mecanismo de estridulagdo mostraram um processo
semelhante em machos e fémeas, sugerindo que, independentemente das diferengas
na posi¢cao do pars stridens e do plectrum no corpo do inseto, a estridulacdo € gerada
pela elevacdo e movimento antero-posterior do abdome para raspar o pars stridens
sobre o plectrum.

As diferencas nos parametros espectro-temporais dos sinais entre machos e
fémeas podem estar relacionadas as diferencas anatémicas no aparelho estridulatério
e as variagbes no tamanho de cada componente (pars stridens e plectrum). Raspar
com diferentes componentes (tubérculos ou cristas) sobre um pars stridens de
tamanho diferente produz sinais de duracdo e espectros de frequéncia diferentes
(Claridge, 1968; Harman e Harman, 1984; Hyder e Oseto, 1989; Lyal e King, 1996).
Além disso, os sinais de estresse em machos sao formados por uma sequéncia de
dois componentes diferentes, o que também pode estar relacionado as diferencas na
anatomia do aparelho estridulatério. As analises dos sinais € do mecanismo de
estridulacdo sugerem que, em machos, os dois componentes provavelmente sao
produzidos pelo contato do pars stridens e do plectrum no movimento posterior e
anterior do abdome, um mecanismo similar aos descritos para uma espécie de
Dynastidae (Mankin et al., 2009). Diferencas na amplitude desses dois componentes
podem surgir de variagdes na intensidade do atrito em ambos os movimentos. Por sua
vez, os sinais em fémeas podem ser produzidos apenas pelo atrito das estruturas
estridulatérias somente num dos movimentos do abdome (anterior). Além disso, os
machos parecem nao usar a extensao total do pars stridens para gerar estridulagdes,

pois eles produzem um numero médio de pulsos em cada movimento menor que o
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numero meédio de cristas do pars strindens. Em contraste, as fémeas usam quase
todos os componentes do pars stridens, pois a propor¢cao entre o numero médio de
pulsos e o numero médio de cristas no pars stridens é proximo de 1 (0,95).

A diferenca entre os sinais de estresse e acasalamento de machos pode ser
associado a velocidade e a forca com que o abdome € movido para encostar o sétimo
tergito no élitro gerando sons diferentes para situagdes diferentes (Lyal e King, 1996;
Virant-Dobelert e Cokl, 2004; Nunes; Ronchi-Teles; Spironello, 2009).

Os resultados apresentados aqui contribuem para incrementar o conhecimento
dos sinais estridulatérios emitidos por S. mangiferae. Em particular a descricao da
estrutura dos sinais, do aparelho estridulatério e dos mecanismos de producao dos
sinais sdo uma contribuicdo para uma melhor compreenséao do significado dos sinais
produzidos em contextos comportamentais especificos. A relevancia das informacoes
codificadas pelos sinais e como isso afeta 0 comportamento dos insetos precisa ser

avaliada em trabalhos futuros.
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CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho contribuem para incrementar o
conhecimento do comportamento reprodutivo de Sternochetus mangiferae e da sua
comunicagéo utilizando sinais estridulatérios.

Os principais resultados podem ser resumidos em:

- Caracterizagdo do comportamento reprodutivo com identificagcdo das
categorias comportamentais estereotipadas.

- Identificacdo de sinais estridulatérios emitidos durante o comportamento
reprodutivo. Em particular o sinal de acasalamento do macho (SAcM) e sinal de
rejeicao das fémeas (SrejF).

- Caracterizagdo dos sinais estridulatorios de estresse, descrevendo seus
principais parametros temporais e espectrais e estabelecendo as diferencgas entre tipo
de sinal e sexo dos individuos emissores.

- Descrigdo anatdomica dos componentes dos aparelho estridulatorio de machos
e fémeas de S. mangiferae.

- Descricao do mecanismo de estridulagao.

Embora tenham sido estabelecidas a influéncia comportamental dos sinais
SAcM e SrejF é necessario, no futuro, testar a influéncia de sinais de outras
modalidades (quimicos ou visuais) ho comportamento reprodutivo, como caracteres
de selecao sexual. Adicionalmente, a funcédo exata dos sinais emitidos em condigdes
de estresse e a informacao que os mesmos codificam precisa ser estabelecida, sua
relacdo com disturbios interespecificos ou intraespecificos.

Testar a influéncias de sinais multimodais podem influénciar no comportamento
reprodutivo, como estimulos, sonoros, visuais € quimicos podem se complementar.

Um aspecto importante é considerar a observagcdao do comportamento
reprodutivo e emissao de sinais em condi¢goes de campo ou em situagoes que simulem
0 ambiente natural. Adicionalmente, o trabalho com insetos de idade e condicao
fisiolégica conhecida também €& importante para estabelecer aspectos do
comportamento reprodutivo com maior precisdo. Neste trabalho os insetos foram
provenientes de coletas em campo, ndao sendo controladas essas variaveis (idade e
condicao fisiolégica). Também sera relevante, no futuro, estudar em profundidade
como diferentes condi¢des de fotoperiodo influenciam o comportamento reprodutivo
da espécie.
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Figura a. Box plot da frequéncia dominante dos sinais estridultérios emitidos em situacao
de estresse por 30 fémeas (FEstr) e 30 machos (MEstr) de Sternochetus mangiferae.
Caixas azuis: sinais gravados no microfone, caixas laranja: sinais gravados no
acelerbmetro piezoelétrico. Os pontos fora dos quartis superiores e inferiores
representam outliers que nao foram incluidos nas analises estatisticas.
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Figura b. Box plot das caracteristicas temporais dos sinais emitidos em situacoes de
estresse por 30 fémeas (FEstr) e 30 machos (MEstr) de Sternochetus mangiferae.
Caixas azuis: duracado dos pulsos, caixas laranja: intervalos de pulso, caixas cinza:
tempo de repeticdo dos pulsos. Os pontos fora dos quartis superiores e inferiores
representam outliers que nao foram incluidos nas analises estatisticas.
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Figura c. Box plot da Frequéncia Dominante (grafico superior) e caracteristicas
temporais (grafico inferior) dos sinais emitidos por machos de Sternochetus
mangiferae em situagdes de acasalamento (SAcM). Grafico superior, Caixas azuis:
sinais gravados no microfone, Caixas laranja: sinais gravados no acelerédmetro
piezoelétrico. Grafico inferior, caixas azuis: dura¢do dos pulsos, caixas laranja:
intervalos de pulsos, caixas cinzas: tempo de repeticdo dos pulsos. Os pontos fora
dos quartis superiores e inferiores representam outliers que nao foram incluidos nas
analises estatisticas.
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