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RESUMO

Comportamento sexual da broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867)
(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae)

O estudo do comportamento sexual dos insetos abrange todos os eventos
ocorridos desde a formacdo dos casais por meio do cortejo, até a separagdo dos
mesmos apos a copula. Esses estudos sdo importantes e representam o primeiro passo
em pesquisas que visam a elucidagdo de feromoénios da espécie alvo. No caso da
broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari), que é considerada mundialmente a
principal praga do café, existe uma lacuna de informacdes sobre o comportamento
sexual dessa espécie. Além disso, as pesquisas tém sido direcionadas para o uso de
armadilhas contendo alcodis (ex: etanol e metanol) visando o0 manejo dessa praga, mas
com resultados conflitantes. Em razdo disso, o objetivo do presente trabalho foi estudar
o comportamento sexual de H. hampei, como suporte para estudos subsequentes
visando a elucidacdo do feromonio da espécie. As cépulas de H. hampei ocorreram em
qualquer horario dentro de um ciclo de 24 horas. Embora em menor frequéncia, 60%
dos casais realizaram pelo menos uma copula na idade de 0-24 horas, chegando a
100% dos casais nas demais idades. A maior atividade sexual foi observada nas idades
de 48-72 e 72-96 horas, onde, nessa ultima, ocorreram 6,9 + 0,47 coépulas por casal
com duracao de 2,04 + 0,13 minutos cada. Os padrbes comportamentais exibidos foram
semelhantes a outros grupos de curculionideos, com pré-cépula, cépula e pds-copula.
Os resultados indicaram ainda a presenca de um feromoénio produzido pelos machos
mediando o acasalamento. A possibilidade de as fémeas de H. hampei realizarem a
recdpula apds sua saida dos frutos abre novas perspectivas sobre a viabilidade deste
feromoénio no manejo desta praga.

Palavras-chaves: Café; Comportamento; Acasalamento; Feromdnio; Semioquimicos
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ABSTRACT

Sexual behavior of coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867)
(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae)

The sexual behavior study in insects includes all the events occurred since of pair
encounter by means of courtship until their separation after mating. These studies are
important and represent the first step of researches that aim to elucidate pheromones of
target species. Regarding the coffee berry borer, Hypothenemus hampei (Ferrari), which
iIs the most important coffee pest around the world, little is known about its sexual
behavior. Furthermore, the researchers have been focused on the use of traps based on
alcohols (e.g. ethanol and methanol) with aims of managing this pest, but its results are
conflicting. For that reason, the aim of the present work was to study the sexual behavior
of H. hampei, whose it will give support to subsequent studies about evaluation of
pheromone this species. Daily mating rhythm of H. hampei occurred on any time of 24-
hour cycle. Although at low rates, 60% of paired adults mated at least once when they
were 0-24 hours, reaching 100% in older pairs. The highest sexual activity was observed
in the ages of 48-72 and 72-96 hours, being in this last one the occurrence of 6,9 + 0,47
matings/pair with a mean duration of 2,04 + 0,13 minutes each. The pattern behavior
displayed was similar to other groups of Curculionidae, with premating, mating and
postmating. The results also indicated the presence of a pheromone produced by the
males that mediates mating. The possibility of the H. hampei females recopulates after
they leave the fruits opens new perspectives to investigate the viability of using this
pheromone in management of this pest.

Keywords: Coffee; Behavior; Mating; Pheromone; Semiochemicals
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1 INTRODUCAO

O estudo do comportamento sexual em insetos abrange todos 0s eventos
ocorridos desde a formacgéo dos casais a partir do cortejo até a separacdo dos mesmos
apos a copula, apresentando grande variabilidade e flexibilidade entre as mais diversas
espécies (GWYNNE, 2003).

As pesquisas que envolveram a elucidacdo de feromonios e aleloquimicos em
Curculionidae, visando sua utilizacdo no manejo integrado de pragas, estiveram
calcadas em estudos comportamentais da espécie alvo (CALYECAC-CORTERO et al.,
2006, PRASUNA et al., 2008).

Em Curculionidae, merece destague a broca-do-café, Hypothenemus hampei
(Ferrari, 1867), que é considerada a principal praga da cultura do café em todas as
regides produtoras do mundo, causando perdas quantitativas e qualitativas na producao
(DAMON, 2000). Além de seu controle, estudos bioecolégicos séo dificultados, devido
ao habito criptico e ao ciclo multivoltino da praga (BAKER; BARREIRA; RIVAS, 1992).

Em relacdo ao comportamento sexual de H. hampei, as informacdes disponiveis
sdo baseadas em poucos estudos bioldgicos sobre a espécie (BERGAMIN, 1943,
GIORDANENGO, 1992). Além disso, boa parte dos trabalhos envolve relatos sobre a
utilizacdo de armadilhas contendo alcodis para monitoramento e controle da broca,
sem, no entanto, demonstrar resultados satisfatorios (SILVA, VENTURA, MORALES,
2006).

Alternativas para o manejo integrado de H. hampei, como o uso de feromdnios
visando um melhor monitoramento de adultos, a deteccdo de areas livres ou infestadas
e um possivel controle por coleta massal ou confusdo sexual seria bastante oportuno,
além de vantajoso do ponto de vista ambiental. Em razdo disso, o objetivo deste
trabalho foi estudar o comportamento sexual de H. hampei, determinando o horario,
idade, numero de cépulas por casal e o sexo responsavel pela atragdo sexual, como

suporte para estudos subsequentes visando a elucidacéo do feromoénio da espécie.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Reviséo bibliografica

2.1.1 Importéancia de Hypothenemus hampei para cafeicultura

O café é considerado um dos produtos mais demandados do mundo depois do
petréleo (MACHADO, 2007). O Brasil se destaca no cenario mundial como o maior
produtor e exportador de café verde. A safra 2007/2008 ultrapassou a casa de 37
milhdes de sacas, das quais 27 milhdes foram destinados a exportacdo, o que
correspondente a 27,8 % das exportacdes mundiais. No Brasil, a area destinada a
colheita do café ocupa mais de 2,2 milhdes de hectares, destacando os estados de
Minas Gerais, Espirito Santo e Sdo Paulo como os principais produtores (FNP, 2009).

Nos paises produtores, a cafeicultura é assolada por diversos problemas
fitossanitarios, dos quais merece destaque a broca-do-café, Hypothenemus hampei
(Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae). Essa espécie foi descrita
primeiramente em 1867 em amostras de café vindas de Uganda, de onde,
possivelmente, se espalhou para outras regides do continente africano e para outras
partes do globo (BERGAMIN, 1943, GIORDANENGO; BRUN; FREROT, 1993).
Atualmente, somente o Hawaii (EUA) e Porto Rico se encontram livres da praga (VEGA
et al., 2006 apud MENDESIL et al., 2009). Na América do Sul, o primeiro registro da
presenca da broca foi feito no Brasil, em Campinas, estado de Sao Paulo, em 1913
(BERTHET, 1913 apud BENASSI, 2007). Entretanto, o registro oficial da praga no pais
foi somente documentado em 1924 (CORBETT, 1933, BERGAMIN, 1943). Desde
entdo, H. hampei foi se espalhando, estando hoje presente em todas as regides
cafeeiras do Brasil (BENASSI, 2007).

Segundo Decazy (1989 apud DAMON, 2000) a maioria dos individuos de H.
hampei voa pouco, mas uma pequena propor¢cdo pode viajar longas distancias a
procura de novos frutos auxiliados por correntes de vento. De um modo geral, pode se

considerar que a disseminacdo da praga ocorre por meio de voos de curta a longa
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distancia, transporte passivo (animais, veiculos, pessoas, vento, etc.) e por café
comercializado.

A broca é bastante prejudicial a producdo de café, pois ataca o fruto nos varios
estagios de maturacdo, alimentando-se dos tecidos da semente (espermatofaga)
(DAMON, 2000) (Figura 1E). Isso resulta na perda de peso dos graos e/ou qualidade do
café, refletindo negativamente sobre o valor comercial do produto (GALLO, 2002).
Dependendo do nivel de infestacdo as perdas podem chegar a 80% (REIS, 2002). A
gualidade da bebida também é prejudicada, uma vez que as lesdes ocasionadas pelo
inseto no fruto servem de entrada para microorganismos, bactérias e fungos, que sao
agentes responsaveis pelo apodrecimento e queda dos frutos (SPONAGEL, 1994).
Além disso, muitos dos microorganismos tém associacdo direta com a broca-do-café,
0S quais sdo responsaveis pela producédo de toxinas no grao, representando um perigo
para satde humana (PEREZ; INFANTE; VEJA, 2007, TANIWAKI, 2007).

2.1.2 Aspectos bioecoldgicos da broca-do-café

2.1.2.1 Descricao do adulto

H. hampei € um coledptero pertencente a familia Curculionidae, subfamilia
Scolytinae, sendo o adulto um besourinho preto luzido, de corpo cilindrico e
ligeiramente recurvado para a regido posterior. Os élitros sao revestidos de cerdas e
escamas piriformes caracteristicas (GALLO, et al.; 2002) (Figura 1A). Os machos sao
menores, tendo o seu corpo um comprimento médio de 1,24 milimetros enquanto que o
das fémeas é de 1,74 milimetros (BERGAMIN, 1943). Além do tamanho, o macho
distingue-se facilmente da fémea por apresentar vestigios de asas membranosas,
motivo pelo qual é incapaz de voar (BERGAMIN, 1943, GALLO et al., 2002) (Figura
2E).

A broca é uma espécie criptica, passando seu ciclo de vida (ovo a adulto) dentro
do fruto de café (BERGAMIN, 1943, MATHIEU et al., 2001). Além disso, o ciclo da
dessa praga € multivoltino com sobreposicédo de geracdes, 0 que resulta na presenca

de individuos de diferentes idades dentro do mesmo fruto (Figura 1F). Algumas dessas
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caracteristicas dificultam ndo s6 o controle, mas também a realizacdo de estudos
bioecoldgicos dessa praga (BAKER; BARREIRA; RIVAS, 1992).

2.1.2.2 Oviposicéo

Apébs encontrar um fruto em condigBes adequadas, a fémea acasalada abre um
orificio na regido da coroa do fruto a partir da qual comeca a construir uma galeria até
atingir uma das sementes (Figura 1B e 1C). No seu interior, 0 inseto alarga a galeria
em aspecto piriforme o qual se torna uma camara para colocagcdo de seus 0voSs
(BERGAMIN, 1943, GALLO et al., 2002) (Figura 1D). O tempo de penetracao é variavel
de acordo com o estado de desenvolvimento do fruto, podendo levar de 5 a 11 horas
(PARDEY; GUOTT, 2007). A fémea pde, em média, dois ovos por dia, sendo a
oviposicdo regular até 15 ou 20 dias apdés o seu inicio, diminuindo, depois, de
intensidade (BERGAMIN, 1943). Uma fémea é capaz de ovipositar entre 31 e 119 ovos
ao longo de sua vida (DAMON, 2000, GALLO et al., 2002).

2.1.2.3 Fases de desenvolvimento

Fase de ovo

Os ovos apresentam forma eliptica, ou levemente ovoide, e brilho leitoso, com
dimensdo média dos eixos maior e menor de 0, 599 milimetros e 0,314 milimetros,
respectivamente (BERGAMIN, 1943, GALLO et al., 2002) (Figura 2A). As larvas
eclodem cerca de 4 a 10 dias ap6s a oviposicado (GALLO et al., 2002). Em condigfes
de laboratorio, Fernandez e Cordero (2007) verificaram uma viabilidade média de ovos
de 99,2%.
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Fase larval

As larvas recém-eclodidas apresentam a capsula cefalica pouco mais larga e de
coloracdo amarelo-palha bem distinta do resto do corpo, com bordos levemente
recurvados (Figura 2B). As larvas fémeas passam por dois instares e as larvas machos
por apenas um (BERGAMIN, 1943). E nessa fase de desenvolvimento em que ocorrem
os maiores danos no fruto de café decorrentes da atividade larval (FERNANDEZ;
CORDERO, 2007).

Fase de pré-pupa

Na fase de pré-pupa observa-se a formacéo dos primérdios da perna do inseto a

medida que este passa para fase de pupa (BERGAMIN, 1943) (Figura 2C).

Fase de pupa

As pupas sdo de coloracdo branca e se tornam marrons com a formacdo dos
apéndices externos do inseto, indicando que o adulto estd prestes a emergir. O
tamanho é variadvel entre os sexos, tendo as pupas fémeas e machos um comprimento
médio de 1,89 e 1,22 milimetros, respectivamente (FERNANDEZ; CORDERO, 2007)
(Figura 2D).

Fase adulta

O adulto recém-emergido apresenta uma coloragdo marrom tornando-se negro a
medida que o inseto atinge a maturidade fisiolégica (FERNANDEZ, CORDERO, 2007)
(Figura 2E e 2F). A broca permanece na camara em que emergiu ao lado da exuvia
pupal, durante trés ou quatro dias, ap6s o qual inicia a atividade sexual. Além disso, a

protandria € caracteristica da espécie (BERGAMIN, 1943).
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Figura 1 — Etapas do processo de colonizacdo de um fruto de café por Hypothenemus
hampei. [A] FEémea adulta. [B] FEmea (seta) abrindo um orificio na coroa do
fruto. [C] Aspecto do orificio aberto pela broca, partindo da coroa até atingir
uma das sementes. [D] Camara de oviposi¢ao contendo ovos da broca. [E]
Aspecto do fruto danificado pela broca. [F] Endosperma de café contendo
fémeas adultas recém emergidas
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Figura 2 — Fases de desenvolvimento de Hypothenemus hampei. [A] Ovo. [B] Larva. [C]
Pré-pupa. [D] Pupa. [E] Adultos recém-emergidos. [F] Adultos

2.1.2.4 Duracéo do ciclo de vida (ovo a adulto)

O ciclo de vida de H. hampei (ovo a adulto) em condi¢Bes de laboratério, com
temperaturas entre 23,3 + 2,5°C e 81,6 + 12,4% de UR foi de 35,8 dias (MUNOZ,
1989). Entretanto, Bergamin (1943) obteve a 24,5° uma duracgéao total do ciclo de 27,5
dias. Damon (2000) relata que o periodo de desenvolvimento nos diferentes estagios
do inseto, a 27°C, é de 4 dias (ovo), 14 dias (larva) e 7 dias (pupa), totalizando um

tempo médio do ciclo de 28 a 34 dias.

2.1.2.5 Longevidade de adultos

A longevidade dos adultos é variavel. Os machos podem viver, em média, por 20
a 87 dias (DAMON, 2000) ou 78 a 103 dias (BERGAMIN, 1943), enquanto que as
fémeas podem viver em média por 157 dias (BERGAMIN, 1943, DAMON, 2000).
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2.1.2.6 Proporc¢éo sexual

As populacfes de H. hampei sdo caracterizadas pela proporcdo sexual a favor
das fémeas. Essa proporcédo (fémea:macho) pode variar de 10:1 (BERGAMIN, 1943,
BAKER; BARRERA; RIVAS, 1992) até 14:1 (FERNANDEZ; CORDERO, 2007). No
periodo em ocorre maior disponibilidade de fruto e consequente aumento da populacao
da praga, o numero de machos ndo constituem mais do que 15% da populagéo
(GIORDANENGO, 1992). Entretanto, essa desproporcdo sexual pode diminuir
significativamente nos descendentes quando existe competicdo entre fémeas
fundadoras em um mesmo fruto (BORSA; KJELLBERG, 1996Db).

2.1.2.7 Aspectos do comportamento reprodutivo de H. hampei

A broca-do-café exibe caracteristicas de uma espécie que se reproduz sob
condicBes de competicdo local por copula (do inglés ‘Local Mate Competition — LMC).
De acordo com Borsa; Kjellberg (1996a), neste sistema de competicdo 0os machos sao
menores no tamanho e em numero de individuos e apresentam asas atrofiadas, sendo
obrigados a acasalarem com as suas irmas.

Em espécies que apresentam acasalamentos entre irmdos, a haplodiploidia é
tida como o modo determinacgéo sexual, mas no caso da broca, a pseudoarrenoquia € a
mais aceita (BORSA; KJELLBERG, 1996b). Nesse caso, ambos os filhos e filhas se
desenvolvem a partir de ovos fertilizados, sendo que dos ovos néo fertilizados néo
eclodem larvas (BERGAMIN, 1943, GIORDANENGO, 1992), embora exista uma
discordancia quanto a isso em Mufioz (1989). Além disso, estudos cariol6gicos
demonstraram que H. hampei é diplodiploide (BERGAMIN; KERR, 1951), mas os filhos
nao expressam nem transmitem a F2 os genes que eles herdaram dos pais (BRUN;
BORSA; GAUDICHON, 1995). Isso ocorre porque um conjunto de cromossomos,
aparentemente o paternal, fica heterocromatizado e presumivelmente é eliminado apds
a meiose | (BRUN; BORSA; GAUDICHON, 1995, BORSA; KJELLBERG, 1996b).
Estudos desse ambito, se intensificaram a partir da constatacdo de altos niveis de

resisténcia a endosulfan (BRUN et al., 1989) e de resisténcia cruzada com outros
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ciclodienos (BRUN; MARCILLAUD; GAUDICHON, 1994) em popula¢cbes da broca-do-
café na Nova Caledénia.

Em outra linha, Vega et al. (2002), sugere uma acdo de Wolbachia na
determinacdo sexual de H. hampei por meio da incompatibilidade citoplasmatica.
Segundo 0s autores, essa bactéria agiria sobre o0s cromossomos, removendo
seletivamente ou modificando proteinas hospedeiras envolvidas na condensacgédo e

descondensacdo cromossomal antes e depois da formacao do zigoto.

2.1.2.8 Comportamento de abandono do fruto nativo

Em H. hampei, as fémeas que abandonam o fruto nativo para colonizarem
outras areas sdo chamadas ‘fémeas colonizadoras’ (MATHIEU et al., 2001, SILVA;
VENTURA; MORALES, 2006). O comportamento de abandono do fruto é estimulado
por diversos fatores, tais como: olfativos, ou seja, resposta aos volateis emitidos por
frutos de café; intensidade luminosa; umidade relativa do ar; cor do fruto; e estado
fisiolégico da fémea (MATHIEU; BRUN; FREROT, 1997, MATHIEU et al., 2001).
Contudo, os machos nunca exibem esse comportamento (MATHIEU; BRUN; FREROT,
1997). Posteriormente, 0 processo de colonizacado ira depender das condi¢des internas
do fruto (DAMON, 2000, ORTIZ et al., 2004).

Dentre os fatores envolvidos no processo de abandono do fruto, merece atencéo
o estado fisioldgico da fémea. No estudo realizado por Mathieu; Brun; Frérot (1997) e
posteriormente por Mathieu et al. (2001), verificou-se que somente as fémeas
acasaladas abandonam os frutos nativos, as quais sao capazes de responder
positivamente aos volateis dos frutos de café. Além disso, ap6s a cépula ocorre uma
inversao do fototropismo do inseto, onde fémeas virgens fototropicas negativas tornam-
se fototropicas positivas (GIORDANENGO, 1992). Entretanto, fémeas acasaladas que
iniciam o processo de oviposicdo, mesmo no fruto nativo, perdem o comportamento de
abandono, ndo sendo consideradas fémeas colonizadoras (MATHIEU; BRUN;
FREROT, 1997, MATHIEU et al., 2001). De acordo com Ticheler (1961 apud DAMON,
2000) a musculatura alar das fémeas degenera quando se da inicio o periodo de

oviposicéo, impedindo, desta forma, que o inseto colonize mais do que um fruto.
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2.1.2.9 Resposta olfativa de H. hampei por voléateis de frutos de café

Ha muito é conhecida a preferéncia da broca por frutos maduros de café
(COBERTT, 1933). Posteriormente, foi evidenciado que H. hampei € atraido pelos
volateis dos frutos (GIORDANENGO; BRUN; FREROT et al., 1993). Entretanto, essa
resposta, assim como o comportamento de abandono, varia com o estagio fisiolégico do
inseto. Nesse caso, somente fémeas acasaladas que nao iniciaram a oviposicao,
respondem positivamente aos volateis dos frutos (MATHIEU; BRUN; FREROT, 1997,
MATHIEU et al., 2001). Além disso, a intensidade da resposta varia com o estagio de
amadurecimento do fruto, sendo preferidos frutos maduros ao invés de verdes ou secos
(GIORDANENGO; BRUN; FREROT et al., 1993).

Dentro dos volateis liberados por frutos de café, foram identificadas 45
substancias, as quais foram divididas em cinco grupos: alcoois, cetonas/aldeidos,
terpenos e sesquiterpenos (MATHIEU et al., 1998). Esses autores evidenciaram que o
maior nimero de volateis emitidos por frutos maduros comparados com frutos verdes,
deve-se ao aumento da quantidade de terpenos no primeiro.

A constatacao da atracdo aleloquimica da broca por volateis do fruto, fez com
que a utilizacdo de armadilhas contendo alcodis (etanol: metanol) para o manejo e
controle dessa praga tenha despertado muito interesse em escala mundial (BARRERA
et al., 2007). Dentro desse contexto, muitos estudos foram realizados sobre os
materiais utilizados para confeccdo das armadilhas, cor de armadilha, difusores,
proporcdo dos atraentes na mistura, etc. (DUFOUR; FREROT, 2008). Contudo, o0s
resultados obtidos por diversos trabalhos sao conflitantes. Embora Mathieu et al.
(1999), tenha encontrado uma relacao linear entre as capturas e as infestacbes nos
frutos, ainda ndo se dispde de uma estratégia adequada de utilizacdo das armadilhas
para caracterizar o momento correto para estabelecer a forma de controle. Além disso,
a utilizacdo dessa estratégia para o controle da broca-do-café, ndo se demonstrou
efetiva para manter as populacbes do inseto abaixo do nivel de dano econdmico
(SILVA; VENTURA; MORALES, 2006).
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Recentemente foram identificadas por meio de estudos eletroantenogréficos
quatro substancias volateis presentes nos frutos que elicitaram uma resposta
significativa sobre fémeas da broca (MENDESIL et al., 2009). Os autores esperam
utilizar essas substancias visando contornar os problemas das armadilhas

convencionalmente utilizadas dentro do contexto de manejo integrado da broca-do-cafeé.

2.1.3 Comportamento sexual em Curculionidae

O comportamento dos insetos é governado por um complexo de interacdes entre
sinais quimicos e fisicos no ambiente (DICKENS, 2002). Por exemplo, em escolitineos
da madeira, a atracdo primaria para fontes seguras de alimento e locais de reproducéo
se da a partir da orientacdo dos insetos pelos aleloquimicos da planta hospedeira, sem
a influéncia dos volateis produzidos pelos besouros. Numa segunda etapa, a orientacdo
dos besouros aumenta em resposta aos volateis produzidos por um dos sexos e,
posteriormente, por ambos 0s sexos (SCHLYTER; BIRGERSSON, 1999).

O estudo do comportamento sexual em insetos abrange todos 0s eventos
ocorridos desde a formacédo do casal por meio do cortejo até a separacdo dos mesmos
apos a copula. Esse comportamento tem sido visto como relativamente invariavel
dentro das espécies. Contudo, hoje é evidente que os acasalamentos em diversas
espécies de insetos podem apresentar uma grande flexibilidade e variacdo adaptativa
(GWYNNE, 2003).

Nos curculionideos a sequéncia de corte e acasalamento geralmente ocorre em

trés etapas: pré coépula, cépula e pds codpula.

2.1.3.1 Pré copula

A pré-copula consiste na aproximagdo dos sexos, com movimentos do rostro e
antenas sobre o abdome e/ou rostro do (a) parceiro(a). Para algumas espécies, 0
sucesso do macho na fase reprodutiva depende diretamente de seu desempenho

durante o cortejo da fémea. Em Tribolium castaneum (Tenebrionidae) o cortejo esta
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ligado com a selecado criptica exercida pela fémea, ou seja, a paternidade do macho
dependera da estimulacdo da parceira para que ocorra a transferéncia do esperma da
bolsa copuladora até a espermateca (EDVARDSSON; ARNQVIST, 2000). Numerosos
aspectos do cortejo do macho podem ser interpretados como um desempenho
requerido pela fémea para testar o vigor, resisténcia e competitividade do parceiro
(THORNHILL; ALCOCK, 1983). Entretanto, em alguns casos, ndo ocorre estes padrbes
comportamentais e a cOpula se processa imediatamente, como 0 que acontece em
Cosmopolites sordidus (VIANA; VILELA, 1996) e Spermogolus rufus Boheman
(BARRETO et al., 1999).

2.1.3.2 Cépula

A copula tem duas fases, a passiva e ativa. A primeira consiste na monta do
macho sobre a parceira sem procurar a genitélia, sendo esse padrdo chamado de ‘fase
passiva de Parker (THORNHILL; ALCOCK, 1983). Nessa posicdo os machos podem
realizar o cortejo e tentativas de cOpulas enquanto previne que outros machos montem
em sua parceira. Na fase ativa o macho introduz seu edeago na bolsa copuladora da
fémea, sendo sua duracdo varidvel, podendo ser de 91 minutos em Aegorhinus
superciliosus (MUTIS et al., 2009) e de 55 horas em Gonipterus scutellatus (CARBONE;
RIVERA, 1998).

2.1.3.3 P6s-copula

O periodo de pés-copula na maioria dos casos se caracteriza pela presenca do
macho sobre a fémea. Quando se encontram agrupados, o0 macho guarda a fémea por
um periodo determinado apés o acasalamento, enquanto que casais individualizados
terminam a cOpula e 0 macho desmonta a fémea imediatamente De maneira a evitar
problemas com competidores, machos executam uma série de taticas que evitam que
sua parceira seja copulada por outro coespecifico. Uma tatica € de se manter em

contato proximo na fase poés-copulatéria. Em varios besouros, o macho agarra uma
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parceira potencial com algumas porcdes de seu corpo e néo a larga por horas ou por
até dias (THORNHILL; ALCOCK, 1983).

2.1.4 Importancia dos estudos comportamentais

Estudos realizados sobre feromonios ou aleloquimicos em curculionideos, nos
guais se objetivaram a determinacdo da fonte responsavel pela liberacéo e o padréao de
resposta, estiveram calcados em estudos comportamentais da espécie alvo
(WEISSLING et al., 1993, RAVI; PALANISWAMI, 2002, RUIZ-MONTIEL et al., 2003,
TAFOYA et al.,, 2003, CALYECAC-CORTERO et al., 2006, PRASUNA et al., 2008).
Particularmente em escolitineos, estudos comportamentais que contemplam as
interacdes entre os sinais quimicos do inseto e do hospedeiro e sua possivel aplicacao
no manejo integrado de pragas estao restritos as espécies de importancia florestal
(BYERS, 1981, ATKINSON; EQUIHUA, 1986, KIRKENDALL, 1993, LONDOLT,;
PHILLIPS, 1997, KIRKENDALL; JORDAL, 2006).

No caso de H. hampei, as informacdes sobre aspectos do comportamento sexual
da espécie, como idade, horario, nUmero e padrdo de acasalamentos, além do sexo
responsavel pela atracdo permanecem no terreno das conjeturas, baseada em poucos
trabalhos biolégicos sobre a espécie (BERGAMIN, 1943, GIORDANENGO, 1992,
BORSA; KJELLBERG, 1996b). Além disso, as pesquisas tém concentrado seus
esforcos somente na obtencdo de aleloquimicos do hospedeiro para manejo e controle
dessa praga (MENDESIL et al., 2009).

Alternativas para o manejo integrado de H. hampei, como o0 uso de feromoénios
visando um melhor monitoramento de adultos, a deteccdo de areas livres ou infestadas
e um possivel controle por coleta massal ou confusdo sexual seria bastante oportuno,

além de vantajoso do ponto de vista ambiental.
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2.2 Material e Métodos

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Ecologia Quimica e
Comportamento de Insetos e no Laboratério de Biologia de Insetos, do Departamento
de Entomologia e Acarologia, da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

(ESALQ), Piracicaba-SP, com adultos virgens de H. hampei.

2.2.1 Estabelecimento da criacdo de H. hampei em laboratorio

A criagdo da broca foi iniciada com frutos de café infestados, da variedade
Catuai Vermelho (Coffea arabica), coletados em uma propriedade rural dedicada a
producdo organica da cultura em Dois Corregos/SP. No laboratorio, foi realizada a
assepsia dos frutos utilizando uma solugdo de 4gua contendo detergente neutro (15%)
e hipoclorito de sédio (5%). Os frutos foram imersos na solucdo por 10 minutos e em
seguida lavados em agua corrente. ApGs a secagem a sombra por 24 horas, os frutos
foram acondicionados, em camada Unica, em recipientes plasticos de 17,5 x 12,5 x 6,5
cm (comprimento x largura x altura), forrados com papel toalha. As tampas dos
recipientes foram cortadas e vedadas com tecido voile preto para permitir a circulacao
de ar (Figura 3). A criacdo foi mantida no Laboratério de Biologia de Insetos da
ESALQ/USP em sala climatizada (23+£2°C, 24h de escotofase e UR 60£10%).

Visando a continuidade da criacdo, fémeas adultas da broca que saiam
naturalmente dos frutos infestados (fémeas colonizadoras), foram coletadas e
colocadas em recipientes contendo frutos sadios para realizarem novas infestagoes.
Considerando o ciclo de vida (ovo-adulto) da espécie (BERGAMIN, 1943), a coleta de
pupas nos frutos foi possivel cerca de 30 dias apos a infestacéo.

Outro aspecto considerado para manutencdo da criacdo no laboratério foi a
estocagem de frutos maduros de café (cereja) sob congelamento. Essa necessidade
surgiu pelo fato de ndo haver frutos o ano todo no campo, além do tempo despendido
para coleta em locais distantes contendo a cultura. Ap6s o descongelamento em
temperatura ambiente, os frutos foram levados para estufa a 40°C por cinco horas para

retirada do excesso de umidade. Foram realizados testes visando avaliar a qualidade
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dos frutos que foram estocados frente a frutos recém coletados. Foi observado que ndo
houve diferenga aparente no desenvolvimento dos insetos nos frutos que foram

estocados e nos que foram coletados recentemente no campo.

Figura 3 — Recipiente plastico de 17,5 x 12,5 x 6,5 cm (comprimento x largura x
altura), utilizado para criacdo de Hypothenemus hampei em
laboratorio. A abertura na tampa (13 x 8 cm) esta vedada com tecido
voile preto, e o fundo do recipiente forrado com papel tolha. Os frutos
de café estédo acondicionados em camada Unica

2.2.2 Obtencao de adultos virgens

Para obtencao de adultos virgens e nas idades adequadas, pupas de H. hampei
foram coletadas em frutos infestados, utilizando-se um bisturi € um microscopio
estereoscopico binocular. Grupos de cinco pupas separados por sexo, de acordo com
Bergamin (1943) (Figura 2D), foram individualizados em tubos de vidro (7,5 cm de
comprimento x 9 mm de diametro) e acondicionados em uma camara climatizada

(23+2°C, 24h de escotofase e UR 70+10%). Os adultos recém emergidos foram
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separados das pupas remanescentes e acondicionados em outros tubos de vidro
contendo um pedaco de endosperma e mantidos nas mesmas condi¢des climatizadas

até a realizacdo dos experimentos.

2.2.3 Estudos comportamentais

2.2.3.1 Horario e idade de acasalamento, duragdo e numero de cOpulas por casal

Para a avaliacdo dos parametros envolvidos nesse experimento, foram utilizados
adultos virgens de H. hampei com idades entre 0-24, 24-48, 48-72 e 72-96 horas para
formacdo de casais, sendo 40 por idade. Cada casal foi colocado individualmente em
células de 7 x 3 mm (diametro x altura), forradas com papel de filtro umedecido, de uma
placa de poliestireno (7,6 cm x 2,6 cm x 2 mm). A fim de criar condi¢bes tdo proximas
das encontradas na natureza, um pedaco de endosperma de café foi colocado em cada
um das células contendo um casal (Figura 4). Foram realizadas varias tentativas a fim
de se determinar a quantidade de endosperma utilizada, de forma a nhdo comprometer a
observacdo dos casais. Finalmente, a placa foi vedada com filme de PVC (Magipac ©)
para evitar a fuga dos insetos e manutencao da umidade.

Devido ao tamanho diminuto e ao habito criptico de H. hampei e, também, para
evitar uma possivel interferéncia humana sob o comportamento dos insetos, foi utilizada
uma camera filmadora Sony modelo HDR-SR12 para filmagem dos casais. Para cada
idade foi realizada uma filmagem de 24 horas de duracao, sendo, posteriormente, feita

a edicdo das imagens com auxilio de um software fornecido pelo fabricante da camera.
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Figura 4 - Casais de Hypothenemus hampei individualizados em células de uma
placa de poliestireno para observacdo do comportamento sexual. As
setas vermelhas indicam o pedaco de endosperma de café

2.2.3.2 Sequéncia do acasalamento

Nesse estudo foram analisadas as imagens da primeira copula dos casais na
idade em que apresentaram a maior atividade sexual, ou seja, maior numero de cépulas
(tem 2.2.3.1). Foram observadas as etapas de pré-copula, cépula e pés-copula de H.
hampei. Com base nos casais que desempenharam cada comportamento, foi realizada
a descricdo qualitativa dos padrdes motores exibidos (indice), estabelecendo-se um
etograma do comportamento sexual da espécie. Para o presente experimento, foi
esperado que 0s passos exibidos dentro de cada etapa do acasalamento fossem

semelhantes aos encontrados no interior de um fruto de café.



33

2.2.3.3 Determinacao do sexo responsavel pela atragéo

Esse experimento teve por objetivo determinar qual o sexo da broca €
responsavel pela atracdo e se o hospedeiro, endosperma de café, exerce alguma
influéncia na atratividade sexual dos adultos.

O dispositivo experimental utilizado consistiu de um olfatbmetro de acrilico de
quatro bragos, adaptado do modelo desenvolvido por Vet et al. (1983) (Figura 5). Os
bracos foram confeccionados com mangueira de silicone de 5 cm de comprimento x.8
mm de diametro. O fundo do olfatémetro foi forrado com papel de filtro visando melhorar
a mobilidade dos insetos. O fluxo de ar foi obtido por uma bomba de vacuo e regulado
por meio de fluxdmetros, dispostos nas extremidades da entrada de cada dois bragos
do olfatdmetro. O fluxo de ar filtrado e umidificado no centro do olfatbmetro foi definido
como 1,2 L.min* (fluxo de 0,3 L.min™ por braco), apés bioensaios preliminares.

As fontes de estimulo utilizadas consistiram de 20 adultos virgens da broca, de
ambos os sexos, e de 300 miligramas de endosperma de café cortados em pedacos de
um milimetro. Esse material foi acondicionado em um dos quatro bragos do olfatbmetro,
sendo os trés bracos restantes utilizados como controle (branco).

Em cada teste, uma fémea ou macho foi introduzido na camara principal do
olfatbmetro, sendo contabilizado o nUmero de entradas e o tempo de permanéncia do
inseto em cada arena de exposicdo, sob um periodo de oito minutos, o qual foi
determinado em bioensaios preliminares. Foram utilizadas 20 repeticdes para cada
tratamento. Apds cada repeticao, o olfatdmetro foi rotacionado em um quarto de volta,
visando eliminar algum efeito de posi¢cdo. Em todos os bioensaios, foi contrastada uma
fonte de estimulo (tratamento) contra trés controles (branco). No término de cada
bioensaio, todos os componentes do olfatbmetro foram lavados com detergente neutro
Extran® e secados em temperatura ambiente.

Os bioensaios foram realizados em sala climatizada (23+2°C, 24 horas de
escotofase e UR 65+10%) utilizando adultos virgens de H. hampei na idade de maior

atividade sexual da espécie (item 2.2.3.1).
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Olfatdmetro de acrilico Camara principal

Orificio principal de passagem do ar e
colocagao dos insetos

> 1, 2,3 e4=camaras de exposicado
» 5,6, 7 e 8=bragos do olfatdmetro
» Setas amarelas = sentido do fluxo de ar

Figura 5 — Dispositivo experimental utilizado para os bioensaios comportamentais de
Hypothenemus hampei

2.2.4 Andlise estatistica dos dados

O delineamento experimental empregado para todos os bioensaios foi o
inteiramente aleatorizado. Nos testes paramétricos, foi empregada a analise de
variancia (ANOVA) e, em seguida, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo
teste de Tukey (P < 0,05). Antes de submeter os dados ao teste de Tukey, as variaveis
recopulas e numero de cépulas por casal foram transformados em, respectivamente,
log (x + 1) e (x + 10)%, a fim de atender as exigéncias de homocedasticidade do modelo
estatistico paramétrico. Nos bioensaios em olfatbmetro, o tempo gasto pelos insetos na
area de estimulo e no controle (branco) do olfatomdmetro foi analisado por estatistica
nao paramétrica, utilizando a analise de variancia de Friedman (ANOVA), e
posteriormente, as médias foram comparadas pelo teste de Bonferroni (P < 0,05).
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Todas as andlises foram processadas no programa estatistico SAS 9.1 (SAS
INSTITUTE INC., 2004).

2.3 Resultados

2.3.1 Horario e idade de acasalamento, duragcéo e numero de cOpulas por casal

A atividade de copula de H. hampei ocorreu em qualquer horario dentro de um
ciclo de 24 horas de duracédo (F = 1,39; P = 0,15) (Figura 6). Além disso, foi observado
que a espécie inicia a atividade sexual poucas horas apds a emergéncia do adulto.
Embora em menor freqiéncia, 60% dos casais entre 0 e 24 horas de idade realizaram a
primeira cépula dentro das primeiras 24 horas, chegando a 100% dos casais nas
demais idades (F= 32; P = 0,001) (Figura 7).

70,0 -
60,0 -1 a
50,0 -

40,0 - a

Copulas (%)
QD
QD
QD
QD

30,0 - a a a
20,0 - a

10,0 1

0,0 -
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Horario do dia (horas)

Figura 6 — Porcentagem de coépulas em adultos de Hypothenemus hampei de 72-96
horas de idade em funcdo do horéario do dia, sob condi¢bes de laboratério
Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P = 0,05). Barras de erros = erro padréao (EP); N = 40 casais
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Figura 7 — Porcentagem de cépulas em adultos de Hypothenemus hampei em funcéo
da idade apés a emergéncia, sob condi¢cbes de laboratério. Barras seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Barras
de erros = erro padrao (EP); N = 40 casais

Foi verificada a ocorréncia de mdultiplas copulas por casal, sendo esse numero
maior em casais mais velhos. A ocorréncia de uma, duas, trés ou mais recopulas foi
maior nos casais com idades entre 0-48 h (F = 6,12; P = 0,009), 24-72 h (F=8,08; P =
0,003) e 48-96 h (F=178,42; P = 0,001), respectivamente (Tabela 1).

Totalizado o numero de acasalamentos (cOpulas + recoOpulas), os maiores
valores foram encontrados nos casais mais velhos, entre 48 e 96 horas de idade,
variando entre 5,8+0,52 e 6,9+0,47 cOpulas por casal (X = EP), respectivamente (Figura
8).

Tabela 1 — Porcentagem de recopulas (+ EP) em casais de Hypothenemus hampei em
diferentes idades

Idade dos casais Recopulas*
(horas) 1 2 3 ou mais
0-24 17,546,3 a 5,0+5,0 b 0,0+0,0 c
24-48 22,5+2,5a 30+4,1 a 20+5,8 b
48-72 12,5+6,3 b 12,5t4, 8 a 70+£7,1 a
72-96 0,0+0,0 b 0,0+0,0 b 100+0,0 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
(*) Dados transformados em log (x+1); N = 40 casais
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Figura 8 — Numero de cépulas por casal de Hypothenemus hampei em funcéo da idade
ap0s a emergéncia. As médias incluem copulas + recépulas. Barras
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05). EP = Erro Padréo. N = 40 casais

2.3.2 Sequéncia do acasalamento

Machos e fémeas de H. hampei aptos ao acasalamento, apresentaram uma
sequéncia tipica de comportamentos para efetuar a copula (Figuras 9 e 10). Assim
como em outros curculionideos, essa seqiiéncia ocorreu em trés etapas distintas: pré-
copula, cépula e pés-copula.
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2.3.2.1 Pré-cépula

Inicialmente, o encontro dos sexos se deu pela aproximagdo do macho em
direcdo a fémea, a qual se deu de trés formas: lateralmente (n = 0,325), frontalmente (n
= 0,175) ou por tras (n = 0,5). Isso era observado nas situagcbes em que a fémea
permanecia se alimentando ou passava muito proxima do macho. Ao se aproximar, o
macho tocava a fémea com as antenas e o rostro na regiao dos élitros (n = 0,95) ou do
pronoto (n = 0,05). Nessa fase também se verificou que o cortejo foi discreto, onde a
fémea permaneceu imoével enquanto o macho realizou toques com as antenas e o
rostro.

A monta ocorreu por tras (n = 0,7) ou pelas laterais (n = 0,3) da fémea. Quando a
monta ocorria lateralmente, o macho alinhava o seu corpo com o da fémea (n = 0,3), 0
gual ndo era necessario quando a monta ocorria por tras (n = 0,7). Sobre a fémea, o
macho afastava-se antero-posteriormente até a regido posterior do abdome da parceira
(n = 1). ApGs inclinar o corpo para tras apoiando nas cerdas da fémea, o macho

curvava o abdome expondo o edeago (n = 1).

2.3.2.2 Copula

Essa fase iniciava com introducédo do edeago na bolsa copuladora da fémea (n =
1). Durante a cépula, algumas fémeas caminharam brevemente pela placa (n = 0,4),
mas a maioria permaneceu imovel durante essa fase (n = 0,6). A cépula terminava com

a retragcédo do edeago do macho (n = 1).

2.3.2.3 Pés-copula

Apés a retracdo do edeago, o macho desmontava a fémea imediatamente. Os
insetos permaneceram imoéveis proximos um do outro e em poucos segundos se
afastavam (n = 1). Parte dos casais retomava a alimentacéo antes de realizar uma nova

copula (0,4) e a outra parte recopulou sem se alimentar (0,6).
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5. Retracéo do edeago

4.Copula

- J
6.Desmonta

7.Separagéo

Figura 10 - Comportamento de cépula de Hypothenemus hampei. (1) Aproximacao do
macho: podendo ser por tras (a), lateralmente (b) ou frontalmente (c) a
fémea. (2) Contato: macho se apdia nas cerdas da fémea com antenas e
rostro do macho, podendo ser nos élitros (a) ou pronoto (b) da fémea. (3)
Posicionamento de cépula apés a monta: macho alinhando o corpo no
sentido da seta (a); macho afasta-se antero-posteriormente em direcdo a
regido posterior da fémea (b) e (c). (4) copula. (5) Retracdo do edeago. (6)
Desmonta: macho permanece ao lado da fémea. (7) Separacéo dos casais



41

2.3.3 Duracéo das fases comportamentais de pré-copula, copula e pés-cépula

A duracdo média da pré-copula, copula e pés-copula em H. hampei foi de 1,34 +
0,21 min, 2,04 £ 0,13 min e 0,95 = 0,15 min, respectivamente. (X £ EP) (N = 20).

2.3.4 Determinacdo do sexo responsavel pela atracéo

Nos bioensaios em olfatbmetro, as fémeas de H. hampei permaneceram mais
tempo na camara de exposi¢cao contendo os odores dos machos em relagao ao controle
(ar limpo) (F = 0,52; P = 0,945) (Figura 10). Entretanto, quando as fémeas foram
expostas aos odores do hospedeiro (endosperma de café) junto com dos machos, a
fémea nao apresentou atratividade (F = 0; P = 1). A mesma resposta foi observada
guando somente o hospedeiro era a fonte de estimulo (F = 0,06; P = 1).

No caso dos machos, os insetos responderam aos odores das fémeas junto com
o hospedeiro (F = 0,56; P = 0,922) (Figura 11). Por outro lado, ndo houve resposta
guando foi testado somente o hospedeiro (F = 0,09; P = 1) ou fémea (F = 0,05; P = 1)

como fonte de estimulo.
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Figura 12 — Resposta de fémeas de Hypothenemus hampei de 72-96 horas de idade na
presenca de volateis de machos e do hospedeiro (endosperma de café)
em olfatdmetro de quatro vias. N=20; Barras de erros = erro padrao; N.S.
= Nao Significativo (P>0,05); (*) Significativo (P<0,05)
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2.4 Discussao

2.4.1 Horario e idade de acasalamento, duracdo e numero de cOpulas por casal

A regularidade de acasalamentos observada na broca-do-café, H. hampei ao
longo de 24 horas, pode ser considerada um dos reflexos do comportamento
reprodutivo e, também, do habito criptico desta espécie. Em um fruto tipicamente
infestado, ndo € raro encontrar na mesma populacéo individuos em diferentes estagios
de desenvolvimento (DAMON, 2000). Consequientemente, o padrdo de emergéncia de
adultos se torna irregular, fazendo com que os machos, em menor nimero, copulem
com suas irmas a medida que essas vao emergindo (BERGAMIN, 1943). Além disso,
no interior do fruto, a broca se desenvolve em um ambiente mais estavel se comparado
ao meio externo. A auséncia de variacdes bruscas de temperatura e luminosidade,
aliado ao fato dos insetos virgens nunca sairem do fruto (MATHIEU; BRUN; FREROT,
1997), possivelmente contribuam para que o ciclo diario de cépulas em H. hampei seja
pouco influenciado pelas condi¢cbes externas do ambiente.

Segundo Giordanengo (1992), a atividade sexual da broca se inicia quando as
pecas genitais de machos e fémeas estdo completamente esclerotizadas. A ocorréncia
de cépulas nas primeiras 24 horas de vida do inseto sugere, portanto, que essa
esclerotizacdo ocorra dentro desse periodo. De fato, foi observado que nos casais mais
novos, com menos de 24 horas, 0s insetos levaram cerca de algumas horas para
realizarem as primeiras cépulas, diferentemente dos casais mais velhos, que levaram
apenas alguns minutos.

Embora as condi¢bes impostas no presente trabalho de manter um macho para
cada fémea nao reflitam as que seriam encontradas numa populacdo normal, que € de
um macho para cada dez fémeas (BERGAMIN, 1943), os resultados mostraram que as
recopulas sdo passiveis de ocorrerem dentro do mesmo casal. Em relagdo ao macho
da broca, os resultados obtidos sédo condizentes com os observados por Giordanengo
(1992). O autor observou que um unico macho foi capaz de inseminar 121 fémeas da
broca, com uma média de duas a trés cépulas por macho por dia. De fato, como os

machos da espécie sdo sempre em menor namero, eles devem ser capazes de copular
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com todas as suas irmas para que essas possam deixar o fruto (MATHIEU; BRUN;
FREROT, 1997). Contudo, o presente trabalho demonstrou a primeira evidéncia de que
as fémeas da broca sdo também passiveis em realizar multiplas cépulas. Essa
evidéncia pode ser sustentada com observacdes feitas para outras espécies sobre os
beneficios vindos de multiplas cépulas, como: evitar 0 esgotamento espermatico,
aquisicdo de substancias ndo gaméticas que aumentariam a sobrevivéncia ou
fecundidade da fémea e aumento da qualidade da prole (THORNHILL; ALCOCK, 1983,
ARNQVIST; NILSSON, 2000). Além disso, ainda é desconhecido se uma Unica copula
seria capaz de fertilizar por inteiro todos os ovos de H. hampei (BORSA; KJELLBERG,
1996b). Sob outro ponto de vista, a capacidade da fémea em aceitar mais de uma
copula, levanta a hipotese de que mesmo apO6s a sua saida do fruto nativo para
colonizar outro fruto, a fémea ainda é capaz em realizar outras cépulas, s6 que agora
com seus préprios descendentes, como 0 que ocorre, por exemplo, em algumas
espécies de escolitineos da madeira (KIRKENDALL, 1993).

2.4.2 Sequéncia do acasalamento

N&o foram encontradas na literatura informacdes sobre os padrbées motores
exibidos durante o acasalamento em outros escolitineos, das quais pudessem servir de
comparacado com o presente trabalho. Contudo, alguns dos padrdes exibidos por H.
hampei durante o acasalamento, sdo semelhantes aos encontrados em outras
subfamilias de curculionideos e em outras familias de coleodpteros.

Durante a pré-cépula, o fato do macho da broca tocar com as antenas e o rostro
nos élitros e no pronoto da fémea, seria uma forma de reconhecimento a curta distancia
de uma parceira potencial. A presenca de substancias cutiliculares nessas estruturas,
como por exemplo, o feromdnio de contato, seria possivelmente, o mediador desse
reconhecimento (GINZEL; HANKS, 2003, ZHANG et al., 2003, MUTIS et al., 2009).

Apds a monta, 0 macho imediatamente procurou a genitalia da fémea. Em todas
as copulas analisadas para o presente estudo, nao foi verificada a ‘fase passiva de
Parker’ (THORNHILL; ALCOCK, 1983). Nos casos em que ocorriam recopulas ou era a

primeira copula dos casais mais novos, foi observado que algumas fémeas nao
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aceitavam os machos. Nessa circunstancia, as fémeas realizavam movimentos bruscos
com o0 corpo visando derrubar o macho de cima delas, semelhante ao que ocorre em
Hypera postica (LECATO; PIENKOWSKI, 1970) e Anoplophora malasiaca (FUKAYA, et
al., 2004).

Devido ao tamanho diminuto, a posicado de cépula caracteristica de machos da
broca foi a de manter o corpo inclinado para tras visando alcancar a genitalia da fémea.
Para isso, 0s insetos contavam somente com as cerdas da parceira para enroscarem
seus tarsos e se manterem equilibrados. Em alguns casos, a cOpula ndo se concluia
devido a queda do macho. Ao que tudo indica, o tigmotactismo positivo exerce grande
influéncia sobre a coordenagédo dos movimentos da broca, sendo que a condicao ideal é
encontrada somente nas galerias construidas em um fruto de café por esse inseto
(GIORDANENGO, 1992).

Durante a pds-copula, ndo foi evidenciada a posi¢cao de guarda em machos de H.
hampei, caracteristica que € encontrada em alguns curculionideos (SATO; KOHAMA,
2007). Segundo Alcock (1994), algumas espécies utilizam a guarda ou associa¢do pos-
copulatéria visando: (1) protecdo ou assisténcia as fémeas ou a sua prole; (2)
transferéncia de componentes ndo gaméticos por meio da ejaculacao; (3) transferéncia
de gametas extras, ou, posicionamento estratégico dos gametas dentro da fémea; (4)
utilizacao de sinais adicionais de cortejo que estimulam a fémea a usar o esperma do
macho para fertilizar os seus ovos. Além disso, guarda pos-cOpula previne que a fémea
copule com machos rivais (POLLAK; BROWN, 1995). No caso da broca, como a
propor¢cdo dos sexos é a favor da fémea (BERGAMIN, 1943, FERNANDEZ,
CORDERO, 2007), caracteristico de ‘Local Mate Competition (LMC) (BORSA;
KJELLBERG, 1996b), a competicdo entre machos por suas parceiras é remota, além do
mais, por estarem em menor nimero, os machos sdo obrigados a copular com um
grande numero de fémeas antes que estas saiam dos frutos (BRUN; BORSA;
GAUDICHON, 1995) ndo podendo nesse caso despender muito tempo. Essa pode ser
a explicacdo também para o fato do tempo despendido para cada uma das fases
comportamentais serem baixos. Os valores obtidos s&o bem inferiores aos encontrados

em outras subfamilias de curculionideos, nos quais as copulas podem levar horas
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(POLLAK; BROWN, 1995, SIROT; LAPOINTE, 2008, MUTIS, et al., 2009) ou até dias
(CARBONE; RIVERA, 1998).

2.4.3 Sexo responsavel pela atracao

A resposta positiva de fémeas virgens aos volateis dos machos indicou a
presenca de um feromdnio mediando o acasalamento em H. hampei. O fato de néo ter
sido estudado a resposta de outros machos a estes mesmos volateis ndo permite
concluir se este feromdnio seja sexual ou de agregacdo. Contudo, os resultados
demonstraram que as fémeas virgens foram atraidas pelos machos. Aparentemente,
esta resposta poderia estar envolvida no encontro da fémea com seu parceiro no
interior do fruto de café. Esse fato pode ser sustentado por diversas caracteristicas
reprodutivas de H. hampei. Nessa espécie, 0s machos sempre estdo em menor nimero
na populacéo e emergem primeiro, por outro lado, as fémeas estéo presentes em maior
nimero e com um padrdo de emergéncia assincrénico (BERGAMIN, 1943,
GIORDANENGO, 1992). Como consequéncia, no mesmo fruto de café pode ser
encontrada uma populacdo bem heterogenia. Essa atragdo seria um mecanismo
adaptativo importante para os machos, uma vez que eles sdo em menor nidmero e
incapazes de voar, 0 que os impediria de explorar ou ir ao encontro das fémeas em
outros frutos. Além disso, atraindo a fémea logo apés a sua emergéncia, estes machos
garantiriam o seu sucesso reprodutivo antes que elas deixassem os frutos.

O olfatbmetro utilizado neste trabalho ndo permitiu afirmar se o feroménio de
atracdo liberado pelos machos possuia acdo somente a curta distancia. Todavia, em
razao das multiplas copulas que as fémeas realizam apds sua emergéncia, sugere que
mesmo apos deixarem o fruto nativo, elas venham a realizar novas copulas em outros
frutos, o que abre perspectivas de estudos para atracdo deste ferombnio a longas
distancias, bem como o uso em armadilhas para o monitoramento e coleta massal, ou
mesmo na confusao sexual.

No interior do fruto, quando a fémea se aproxima do macho, atraida
possivelmente por seu ferom6nio, ambos 0s sexos realizam um mecanismo complexo

de corte e acasalamento. Os resultados deste trabalho indicaram um efeito sinérgico
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entre a presenca da fémea e do hospedeiro (endosperma) sobre a receptividade dos
machos, o0 que era de se esperar, considerando-se que 0S mesmos estédo
continuamente sob a influéncia do hospedeiro. Estes dados estdo de acordo com as
observacdes de Giordanengo (1992). Por outro lado, o endosperma do fruto a principio
nao exerceu influéncia sobre a resposta da fémea ao feromoénio do macho. Vale
ressaltar, que neste trabalho, foram estudadas somente as respostas das fémeas
virgens de H. hampei. Com isso, um aspecto importante que deve ser explorado em
futuros estudos, refere-se ao comportamento sexual das fémeas acasaladas, pois de
acordo com Mathieu; Brun; Frérot (1997) e Mathieu et al. (2001), somente essas
abandonam os frutos e que seriam capazes de responder positivamente aos volateis
dos frutos de café. Portanto, é possivel que mudancas fisioldgicas apds o acasalamento
das fémeas virgens resultem em alterac6es importantes do comportamento sexual em
H. hampei, haja vista que segundo Giordanengo (1992), ap6s a coépula ocorre uma
inversdo do fototropismo do inseto, onde fémeas virgens fototropicas negativas tornam-
se fototropicas positivas.

Além disso, existe a possibilidade da existéncia de outros fatores, além dos
citados, interagindo na comunicacao destes insetos como, por exemplo, a producéo de
som. Em certas espécies a producdo de som por um dos sexos € de extrema
importancia para estimular o/a parceiro(a) a producao de feromonio. Esse fendmeno foi
observado em outros escolitineos como Dendroctonus pseudotsugae e D. brevicomis,
onde estimulos sonoros produzidos pelas fémeas evocam a liberacdo de feromdnio
pelos machos (RUDINSKY, et al., 1976).

O presente trabalho suprime em grande parte a caréncia de informacgdes acerca
do comportamento sexual de H. hampei; sendo este importante para estudos

subsequentes visando a elucidacdo do feromonio e manejo desta praga.
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3 CONCLUSOES

Adultos de H. hampei realizam a atividade sexual em qualquer horario do dia,
sendo as coOpulas iniciadas nas primeiras 24 horas apos a emergéncia do inseto;

A maior atividade sexual é encontrada em casais mais maduros, entre 48 e 96
horas de idade;

O padrao de acasalamento exibido pela broca-do-café (pré-copula, copula e pés-
copula) é semelhante ao encontrado em outros grupos de curculionideos;

O sistema de comunicacdo envolvido entre os coespecificos de H. hampei, sédo
dependentes do sexo, hospedeiro e estado fisioldégico do inseto;

Os machos possuem um ferombnio que atrai as fémeas virgens para o

acasalamento no interior do fruto;
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