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“A historia da vida na Terra tem sido uma historia de
interacdo entre coisas vivas e seus ambientes.”

(Rachel Carson)
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EFEITOS DA CRIACAO EM LABORATORIO NO COMPORTAMENTO SEXUAL
DE MOSCAS-DAS-FRUTAS: POR QUE ISSO E TAO IMPORTANTE?

Por Jane Larissa de Melo Custodio

Comeco este texto te fazendo uma pergunta: vocé ja encontrou algum bicho no interior
de uma fruta que estava prestes a consumir? Imagino que pelo menos uma vez na vida tenha
passado por esse infortinio. Esses “bichos”, por vezes presentes em frutos como goiabas,
mangas, laranjas e diversas outras variedades, se tratam na verdade de larvas de moscas-das-
frutas. As moscas-das-frutas sdo insetos pertencentes a familia Tephritidae (referida como
tefritideos a seguir) e sdo pragas agricolas responsaveis por grandes prejuizos a fruticultura
mundial e brasileira. E por falar em prejuizo, dados do Ministério da Agricultura e Pecuaria
(MAPA) estimam que, somente no Brasil, considerando perdas de producdo, custos de controle
populacional e comercializagdo, as moscas-das-frutas geram um prejuizo anual de R$ 180
milhdes. As etapas do desenvolvimento das moscas-das-frutas podem ser conferidas na imagem
abaixo, que representa o ciclo de vida de Ceratitis capitata, uma das espécies de tefritideos

mais prejudiciais do ponto de vista economico e social.
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Ciclo biologico da mosca-das-frutas Ceratitis capitata. Fonte: elaboragdo propria.

(Esquema criado em BioRender.com)



Uma importante etapa do ciclo de vida das moscas-das-frutas ¢ o encontro de machos e
fémeas sexualmente maduros, € os eventos que levam ao acasalamento (= copula). Na maioria
dos tefritideos, complexos passos comportamentais precedem o acontecimento da copula. Sao
os machos que cortejam as fémeas, normalmente agregados em um local de exibicao, e realizam
uma sequéncia de sinalizagdes quimicas, actsticas e visuais com o objetivo de atrai-las e induzi-
las ao acasalamento. A fémea, por sua vez, interage com varios machos antes de escolher seu
parceiro, avaliando parametros como idade, tamanho e o qudo elaborado ¢ o repertério

comportamental do macho.

Como muitas moscas-das-frutas infestam uma grande diversidade de frutos hospedeiros,
espera-se que estas apresentem uma alta flexibilidade comportamental, ou seja, uma maior
probabilidade de modificar seu comportamento quando enfrentam novas condigdes. E como
pesquisador ¢ bicho curioso, muito tem se questionado como o comportamento sexual das
moscas-das-frutas ¢ afetado pela criagdo em ambientes artificiais controlados, que € o caso de
laboratdrios de pesquisas cientificas e das biofabricas que criam moscas em larga escala para a

implementa¢do de técnicas de controle de pragas.

Esse questionamento ¢ muito importante, pois, na natureza, as moscas-das-frutas
enfrentam uma grande variagdo nas condicdes ambientais abidticas (como temperatura,
luminosidade e umidade relativa do ar), além do efeito da presenca de predadores, de forma
que o ambiente natural ¢ dotado de muita complexidade. Por outro lado, no laboratorio, os
tefritideos se desenvolvem em um ambiente com condi¢des mais uniformes e favoraveis, o que,
ao longo do tempo, pode acabar contribuindo para o desenvolvimento de moscas com aspectos
mais uniformes. Isto é, os individuos nascem sincronizados, com tamanho ¢ idade similares, o
repertdrio comportamental dos machos pode se tornar mais simplificado e o cortejo pode ter
menor duragdo, provavelmente em resposta a grande quantidade de moscas em gaiolas de

criagdo, o que favorece a interrupg¢ao da corte por outros individuos.

Foi pensando nessas questdes que desenvolvemos uma pesquisa com o objetivo de
ampliar os conhecimentos sobre os efeitos da criacdo em laboratdrio no comportamento sexual
da espécie de mosca-das-frutas C. capitata (sim, a mesma representada no ciclo de vida mais
acima!). Para isso, o que fizemos foi comparar varios aspectos importantes do comportamento
sexual dos machos de duas populacdes diferentes: uma criada em laboratorio hd muitos anos e

outra populacao selvagem, isto &, recém coletada na natureza a partir de frutos infestados.



Nossos resultados apontaram importantes diferengas e semelhangas entre as populacdes
estudadas. Os machos da populagdo de laboratorio apresentaram um tamanho de corte menor,
ou seja, exibiram um menor niumero de unidades comportamentais até atingir a copula. Além
disso, alguns comportamentos especificos (por exemplo, andar e voar) foram realizados um
menor numero de vezes por esses machos. Esses resultados mostram que, em parte, a populagao
de laboratorio estudada foi afetada pelas condi¢des da criacdo artificial. Mas, interessantemente,
nao observamos perda de comportamentos nessa populacao, o que nos indica que essas moscas,
mesmo criadas hd muitos anos em condi¢des controladas, ainda apresentam uma qualidade

comportamental similar a da populacdo selvagem.

T4, mas ai vocé pode estar se perguntando... E como isso afeta minha vida?
Compreender o impacto das modificagdes geradas no comportamento das moscas-das-frutas,
especialmente em comportamentos associados a perpetuagdo da espécie, ¢ muito importante
para ampliar os conhecimentos sobre a bioecologia desses organismos, mas, para além disso,
sdo Uteis para auxiliar na eficdcia dos métodos usados no controle populacional dessas pragas
agricolas. Quanto mais eficientes forem as taticas de controle, menores serdo os impactos desses
insetos-praga no consumo in natura € na comercializacdo de frutos. E quem ndo prefere pegar
um fruto e comer tranquilamente sem medo do que estéd por vir? Nao posso falar por vocé, mas

eu prefiro!



Resumo

A mosca-das-frutas Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidac) ¢ uma praga
agricola de grande relevancia econdmica, responsavel por consideraveis danos a fruticultura
mundial e brasileira. Essa espécie ¢ amplamente colonizada em condicdes artificiais, tanto em
laboratorios de pesquisa como em biofabricas que implementam técnicas de controle
populacional. No entanto, a criagao em condig¢des artificiais por muitas geracdes pode provocar
mudangas deletérias nas caracteristicas comportamentais de moscas-das-frutas mantidas em
laboratério quando comparadas com seus coespecificos selvagens. Neste trabalho, com o
objetivo de investigar a influéncia da criagdo em laboratério no comportamento sexual de
machos da espécie C. capitata, realizamos uma comparacdo entre a performance
comportamental de moscas criadas em laboratério e moscas selvagens. Nossa metodologia
consistiu na realizacdo de testes em laboratdrio para obtencdo do padrio temporal de emissao
de feromonio; filmagens do comportamento de corte para andlise do tamanho da corte e dos
parametros referentes a sequéncia, frequéncia e duragao das unidades comportamentais; e testes
de escolha de parceiro para avaliacdo do sucesso de acasalamento, laténcia e duracdo da copula.
Nossos resultados apontam (1) similaridades no padrdo de emissdo de feromodnio entre as
populagdes; (2) menor frequéncia de comportamentos associados a movimentos ou posi¢des
corporais (Mobile, Flying e Stationary) e limpeza (Grooming) em machos de laboratério; (3)
menor tamanho da corte em machos de laboratério; (4) maior sucesso de acasalamento em
machos de laboratério e (5) similaridades entre as rotinas comportamentais de corte mais
provaveis de contribuirem para a copula. Considerando as diferencas encontradas entre as
populagdes, nossos resultados indicam que os efeitos da criacdo em laboratdrio predominaram
no ambito quantitativo do comportamento. Qualitativamente, os machos da linhagem de
laboratorio ndo perderam nenhum dos comportamentos exibidos pelos machos selvagens, nem
os desempenharam de forma diferente. Esses achados sdo relevantes ndo s6 para a ecologia
comportamental, mas também para a ecologia aplicada, uma vez que técnicas de controle
populacional baseadas no comportamento, como a Técnica do Inseto Estéril, dependem
fortemente da interacdo de individuos criados em condi¢des artificiais com individuos

selvagens no campo.

Palavras-chave: tefritideos; emissdao de feromonio; comportamento de corte; sucesso de

acasalamento; analise de video; Técnica do Inseto Estéril.



Abstract

The fruit fly Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) is an agricultural pest of
great economic relevance, responsible for considerable damage to global and Brazilian
orcharding. This species is widely colonized under artificial conditions in research laboratories
and biofactories that implement population control techniques. However, rearing under
artificial conditions for many generations can cause deleterious changes in the behavioral traits
of lab-reared fruit flies compared to their wild conspecifics. In this work, to investigate the
influence of laboratory-rearing on the sexual behavior of males of the species C. capitata, we
carried out a comparison between the behavioral performance of lab-reared and wild flies. Our
methodology consisted of laboratory tests to obtain the temporal pattern of pheromone
emission; video recording of courtship behavior to analyze the courtship size and the parameters
referent to sequence, frequency, and duration of behavioral units; and mate-choice tests to
analyze mating success, latency, and copula duration. Our results point to (1) similarities in the
pattern of pheromone emission; (2) lower frequency of behaviors associated with body
movements or positions (Mobile, Flying, and Stationary) and cleaning (Grooming) in lab-reared
males; (3) shorter courtship size in lab-reared males; (4) greater mating success in lab-reared
males and (5) similarities between the courtship behavioral routines most likely to contribute
to copulation. Considering the differences we found between populations, our results indicate
that the effects of laboratory-rearing predominated in the quantitative scope of behavior.
Qualitatively, males from the lab-reared strain did not lose any behaviors displayed by wild
males, nor did they perform them differently. These findings are relevant to behavioral ecology
and applied ecology since behavior-based population control techniques, such as the Sterile
Insect Technique, rely heavily on the interaction of individuals raised in artificial conditions

with wild individuals in the field.

Keywords: tephritids; pheromone emission; courtship behavior; mating success; video

analysis; Sterile Insect Technique.
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Introducao

Na natureza, populacdes selvagens de insetos colonizam seus ecossistemas enfrentando
condi¢des ambientais flutuantes, efeitos da pressdo de predacdo e limitagdo de recursos, de
forma que sua historia de vida e comportamento sdo moldados pela selecao natural (Cayol,
2000). Por outro lado, populagdes mantidas em laboratdrio sao expostas a condigdes ambientais
controladas e favoraveis (Cayol, 2000; Hoffmann & Ross, 2018), com sua historia de vida e
comportamento sendo moldados pelos processos de aclimatagdo, selecdo artificial e
domesticagdo (Ochieng’-Odero, 1994). Dessa forma, quando os ambientes artificiais impdem
novas pressoes seletivas que sdo ausentes na natureza e/ou, fortes na natureza e enfraquecidas
em laboratorio, as populagdes podem acabar evoluindo em novas diregées (Hoffmann & Ross,

2018).

Ao avaliar as taxas evolutivas de adaptagdo em laboratoério para diferentes ordens de
insetos, Hoffmann & Ross (2018) observaram que, nas ordens Coleoptera, Hymenoptera e
Diptera, caracteristicas relacionadas a histéria de vida, comportamento e reproducao
apresentaram uma tendéncia a mudanca positiva, ou seja, a mudanca numa direcao que favorece
o aumento da aptiddo. De fato, a criacdo de insetos por muitas geragdes em laboratorio
possibilita a selecdo de individuos que reproduzem precocemente e desenvolvem-se mais
rapido (Diamantidis et al., 2011; Economopoulos, 1992; Meats et al., 2004). Além disso,
mudangas comportamentais que aceleram a corte e o acasalamento em condig¢des artificiais
foram observadas (Bricefio & Eberhard, 1998; Kuriwada et al., 2014). Essas caracteristicas
possibilitam uma répida sucessdo de geracdes, o que, do ponto de vista logistico, viabiliza a
manutengdo de colonias em laboratorio (Cayol, 2000). Entretanto, dada a ampla variabilidade
e complexidade dos ambientes naturais, tais modificagdes podem ser deletérias quando
populacdes colonizadas em laboratorio sdo comparadas com suas contrapartes selvagens
(Cayol, 2000; Liimatainen et al., 1997; Rdssler, 1975), especialmente no ambito dos

comportamentos associados a perpetuagao da espécie.

Por apresentar uma alta flexibilidade comportamental, a mosca-das-frutas Ceratitis
capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) constitui um modelo bioldgico eficiente para a
investigacao dos efeitos da criacao artificial no comportamento sexual. Essa espécie, distribuida
em quase todas as areas tropicais e temperadas quentes do mundo (Zucchi, 2000), € uma praga

agricola responsavel por danos severos a uma variedade de frutos comercialmente importantes



31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

13

(Nava & Botton, 2010; Oliveira et al., 2012). As fémeas realizam a postura de ovos através da
inser¢do de seu ovipositor nos frutos hospedeiros e, posteriormente, as larvas recém-emergidas
se desenvolvem na polpa dos frutos, tornando-os inaproveitaveis para o consumo in natura €
comercializacao (Nava & Botton, 2010; Salles, 2000; Zucchi et al., 2004). A nocividade de C.
capitata ¢ favorecida por sua ampla polifagia, aspecto que contribui para a manuten¢ao de um
vasto circulo de hospedeiros e alta flexibilidade comportamental (Sugayama & Malavasi,
2000). Para o controle populacional dessa espécie, a Técnica do Inseto Estéril (TIE) vem sendo
amplamente empregada (Dunn & Follett, 2017; Hendrichs & Robinson, 2009). A TIE se baseia
na liberagdo massal de machos esterilizados por irradiacdo ionizante para competirem com
machos selvagens pelo acasalamento com fémeas selvagens no campo e, assim, contribuir para
a supressao gradativa da populagdo-alvo (N. P. Dias & Garcia, 2014; Hendrichs & Robinson,
2009). Uma vez que um dos principais pressupostos da TIE ¢ a habilidade dos machos estéreis
sobreviverem, competirem, cortejarem e acasalarem na natureza, por meio da interagdo com
machos e fémeas selvagens, o sucesso da estratégia se baseia fortemente no comportamento

reprodutivo da populagdo-alvo.

Ceratitis capitata apresenta um comportamento sexual complexo. A espécie possui uma
estratégia de acasalamento alternativa onde os machos defendem agressivamente os frutos
hospedeiros e forcam a copula com fémeas que estdo forrageando ou realizando a postura de
ovos (Prokopy & Hendrichs, 1979). No entanto, o sistema de acasalamento comumente adotado
por C. capitata para a aquisicdo de parceiros sexuais ¢ caracterizado pela formacao de leks
(Benelli et al., 2014; V. S. Dias et al., 2023; Eberhard, 2000). Os leks consistem em pequenas
agregacdes de machos em arenas, geralmente reunidos em folhas de plantas hospedeiras ou
ndo-hospedeiras, que iniciam um comportamento elaborado envolvendo a emissdo de sinais
quimicos, acusticos e visuais para atrair fémeas ao sitio de exibicao (V. S. Dias et al., 2023;
Prokopy & Hendrichs, 1979; Sugayama & Malavasi, 2000). Os machos defendem pequenos
territorios e competem entre si pela copula com fémeas visitantes, e essas, por sua vez, podem
selecionar livremente um parceiro sexual entre os machos presentes na agregacdo (Eberhard,
2000; Shelly, 2018). Os leks nao envolvem a presenga de recursos exigidos pelas fémeas e,
dessa forma, representam um sistema de sele¢ao sexual ndo baseada em recursos (Shelly, 2018),
uma vez que € a competicao entre os machos (selegdo intra-sexual) e a sele¢do de parceiro
realizada pela fémea (selecdo intersexual) que impulsionam a evolugdo de suas caracteristicas

sexuais (Benelli et al., 2014).
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Inicialmente, o comportamento dos machos dentro dos leks ¢é caracterizado pela
ocupacgdo e defesa de pequenos territdrios em folhas individuais da planta (V. S. Dias et al.,
2023; Prokopy & Hendrichs, 1979). Estudos prévios mostram que durante a defesa desses
territorios, os machos realizam uma série de comportamentos agonisticos relacionados a
agressividade, como por exemplo, contato cabega-a-cabeca, contato direto com as pernas,
empurrdes direcionados a mosca oponente e movimentos alares bruscos (Benelli, 2015; Bricefio
et al., 1999). Posteriormente, os machos se engajam na realizagdo do comportamento de
chamamento por meio da emissdo de feromonio sexual, e a corte inicia com a chegada das

fémeas aos leks (V. S. Dias et al., 2023; Eberhard, 2000).

A sequéncia bésica do cortejo executado pelos machos de C. capitata foi primeiramente
detalhada por Féron (1962) e refinada em trabalhos posteriores (Briceno et al., 1996; Bricefio
& Eberhard, 2002; Briceno & Eberhard, 2000; Liimatainen et al., 1997). A corte compreende
o0s seguintes passos comportamentais: (1) emissao de feromdnio sexual através da eversao da
por¢ao distal do epitélio anal; (2) emissdo de um sinal acustico produzido pela vibragao
continua das asas, enquanto ainda emite feromoénio; (3) emissdo de um zumbido intermitente
produzido pelo movimento ritmico para frente e para tras das asas; e (4) execu¢ao de balangos
rapidos com a cabega (‘head rock’), frequentemente simultineo ao zumbido intermitente.
Durante a execu¢do do head rock, o macho pode estimular a parceira mecanicamente,
estabelecendo contato ao tocar nas aristas e antenas da fémea (Bricefio & Eberhard, 2002). Apo6s
a execucdo desses passos, o macho salta sobre a fémea para tentar a copula (Bricefio et al.,

1996; Eberhard, 2000).

Diversos estudos demonstraram que a corte de C. capitata pode ser afetada pela criacdo
em laboratorio (Bricefio et al., 1996; Calcagno et al., 2002; Liimatainen et al., 1997; Lux et al.,
2002; Rossler, 1975). Um desses efeitos € a redugdo na duracao total do cortejo em condigdes
superadensadas, o que provavelmente ¢ vantajoso, pois reduz a probabilidade do processo ser
interrompido por outras moscas (Bricefio & Eberhard, 1998). Outros trabalhos mostram que a
competitividade de machos colonizados em laboratério € significativamente menor quando
confrontados com machos selvagens (De Aquino & Joachim-Bravo, 2013; Liedo et al., 2007;
Pereira et al., 2007). Além disso, as transi¢gdes entre os comportamentos da sequéncia basica de
corte foram ausentes ou menos elaboradas em machos criados em massa (Liimatainen et al.,

1997).
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Esses e outros trabalhos sdo muito relevantes para o conhecimento atual acerca do
comportamento reprodutivo de C. capitata. Entretanto, nota-se uma caréncia de estudos
comparando outros parametros entre as populagdes ou envolvendo um maior detalhamento dos
parametros previamente estudados. Uma dessas lacunas ¢ a necessidade da comparacao do
padrdo temporal de emissdo de feromonio entre populagdes selvagens e de laboratério, pois
ainda s3o poucos os trabalhos que se engajaram neste tipo de avaliagdo (Diamantidis et al.,
2008; Papadopoulos et al., 1998). A duragao total da corte ¢ um parametro bem estudado
(Briceno & Eberhard, 1998), porém, se faz necessaria uma avaliagao da duragdo das unidades
comportamentais, com o intuito de verificar como os machos distribuem o tempo entre os
diferentes comportamentos desempenhados. Além disso, poucos estudos quantificaram
unidades comportamentais além daquelas que compdem a sequéncia basica de corte (Calcagno

et al., 2002).

Buscando preencher essas lacunas, realizamos uma comparagao entre o comportamento
sexual de machos oriundos de duas populagdes da espécie C. capitata: uma populagdo
colonizada em laboratorio hd mais de 30 anos e uma populacdo selvagem (geracdes Fo e Fy).
Reiteramos nossa escolha por C. capitata como modelo de estudo por sua relevancia econdmica
e alta flexibilidade comportamental, aliados a facil manutencdo em laboratdrio e possibilidade
de acesso em campo. Nossos objetivos compreenderam: comparar o padrdo temporal de
emissdo de feromonio entre as populacdes, descrever a corte de machos de C. capitata destinada
a promover a aceitacdo da fémea por meio da identificacdo de seus comportamentos mais
frequentes e do tempo dispendido nessas atividades, identificar rotinas comportamentais
associadas ao sucesso de copula e comparar o sucesso de acasalamento entre machos

colonizados em laboratorio e selvagens.
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Metodologia

Origem do material biolégico e protocolos de criacao
Todos os ensaios experimentais foram realizados com moscas adultas sexualmente
maduras provenientes de duas populacdes de C. capitata: uma criada em laboratério e uma
selvagem. A populagdo de laboratério tem sido mantida na criagao artificial do Laboratério de
Ecologia Comportamental de Insetos (LECI) da Universidade Federal da Bahia (UFBA) ha
mais de 30 anos, coletada originalmente em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil, em améndoas
(Terminalia catappa) infestadas. As moscas dessa populagao foram alimentadas, na fase larval,

com dieta artificial a base de 1évedo de cerveja, farelo de soja e farelo de aveia, adaptada de

Carvalho et al. (1998).

A populacdo de moscas selvagens foi obtida de frutos infestados de amendoeira-da-
praia (7. catappa) coletados na regido metropolitana de Salvador, Bahia, Brasil (12°55'36.6"S
38°19'15.8"W; 12°56'13.4"S 38°19'53.5"W). Apds a coleta de améndoas infestadas, os frutos
foram levados ao LECI e dispostos em bandejas com vermiculita monitoradas até a emergéncia
dos adultos. As moscas da geracdo parental (Fo) foram criadas em goiabas (Psidium guajava)
para obtencdo de individuos da geracdo F;. Para garantir ao méximo sua natureza selvagem,

apenas moscas das geragdes Fo e F1 foram utilizadas em todos os experimentos.

As moscas adultas das duas populacdes foram mantidas em gaiolas plasticas (20 x 24 x
33 cm) adaptadas para a criagdo, sob as condi¢des de temperatura de 25 = 1°C, umidade relativa
de 65 + 10% e fotoperiodo de 12h claro:escuro, com base nas metodologias utilizadas nos
laboratérios de Entomologia da FAO/IAEA (Seibersdorf, Austria) e CENA (USP, Sao Paulo,
Brasil) e receberam 4gua e dieta a base de proteina hidrolisada (Bionis ®) e actcar (1:3) ad

libitum.

Teste de emissao de feromonio

Para avaliar o padrdo temporal de emissdo de feromodnio, 10 machos marcados
individualmente com diferentes cores de tinta ndo-tdxica e pertencentes & mesma populacao
foram liberados em uma caixa de acrilico (20 x 15 x 12 cm) dentro da qual foi disposta uma
caixa de vidro menor (9 x 7 x 9 cm), contendo 10 fémeas selvagens para fornecer estimulo
visual aos machos (figura 1) (Roriz et al., 2019). Para garantir que o teste iniciasse no comego
da fotofase, as moscas foram mantidas no escuro por pelo menos 12 horas antes da realizagao

do experimento. O registro da emissdo de feromonio foi realizado das 07h30 as 18h30, com a
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contagem dos machos emitindo feromonio sendo realizada a cada intervalo de 30 minutos. A
identificacdo da emissdo de feromonio foi feita pela observagado visual de uma goticula brilhante
e translucida na porcdo distal do epitélio das glandulas anais e/ou distensdo das glandulas
abdominais laterais (Levinson et al., 1987; Malavasi & Zucchi, 2000). Para cada populacdo
foram realizadas 10 réplicas utilizando moscas com idade entre 10-12 dias. As condic¢des
ambientais durante a realizagdo dos testes foram de 25 + 1°C, umidade relativa de 65 = 10% ¢

intensidade luminosa de 1.670 lux.

Figura 1: Ensaios experimentais para observagdo do padrdo temporal de emissdo de feromonio, com fémeas
posicionadas no centro (caixa menor) e machos distribuidos no entorno (caixa maior). Uma folha de pitanga
(Eugenia uniflora L.) foi aderida a parede da caixa maior.

Registro da corte e anailise de video

Com a finalidade de descrever e avaliar os comportamentos de corte executados pelos
machos de C. capitata, foram realizados experimentos de filmagem em laboratorio, utilizando
cameras de video digital do modelo Geovision-GV-BX220D-3. As imagens foram capturadas

e salvas no formato AVI pelo software de gerenciamento de video GeoVision-NVR.

Dois machos da mesma populacdo e uma fémea selvagem com idades entre 10-12 dias
foram liberados em uma caixa de vidro (9 x 7 x 9 cm) contendo uma folha de pitanga (Eugenia
uniflora L.) como substrato para as interacdes sexuais. A filmagem teve inicio com a liberagao

da fémea e duracdo maxima de 30 minutos (a gravacdo era interrompida caso houvesse



172
173
174
175
176
177
178

179
180
181
182
183
184
185
186
187

188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203

18

confirmagdo de copula dentro desse intervalo). Apesar da presenca de dois machos por caixa,
apenas o macho bem-sucedido — isto €, aquele que copulou dentro do intervalo de 30 minutos
— foi analisado por réplica. Foram obtidas 20 réplicas que resultaram em sucesso de copula para
cada populacao, das quais 10 filmagens foram utilizadas para montagem do etograma e 10
filmagens foram utilizadas na andlise de dados. Os experimentos foram realizados sob
condi¢des ambientais de 25 + 1°C, umidade relativa de 65 £ 10% e luminosidade entre 1.600-

1.800 lux.

Os comportamentos exibidos pelos machos foram descritos e sequenciados, segundo a
segundo, de acordo com etograma construido ap6s analise dos videos para esta finalidade. As
filmagens voltadas a anélise de dados foram utilizadas para obtencao dos seguintes parametros:
tamanho da corte, que compreende o numero total de unidades comportamentais executadas
desde o inicio da filmagem até a ocorréncia da copula; sequéncia comportamental; frequéncia
das unidades comportamentais, isto ¢, o numero total de ocorréncias de um determinado
comportamento exibidas entre o inicio e o final da filmagem; e duracdo total das unidades
comportamentais, ou seja, o tempo total (em minutos) no qual todas as ocorréncias de um

determinado comportamento duraram entre o inicio e o final da filmagem.

Teste de escolha de parceiro

Os ensaios experimentais de escolha de parceiro foram realizados em gaiolas maiores
(89 x 69 x 69 cm) compostas por estrutura de armagado de ferro e revestidas por tela (figura 2),
contendo em seu interior uma muda de pitanga (E. uniflora L.) (Roriz et al., 2017, com
modificac¢des). Em virtude da limitagdo do numero total de gaiolas disponiveis (duas unidades),
o teste foi realizado em 5 baterias experimentais, gerando um total de 10 réplicas. As idades
das moscas variaram entre as baterias experimentais, de forma que na primeira bateria (réplicas
1 e 2) as moscas possuiam 7 dias de idade, na segunda bateria (réplicas 3 e 4), as moscas
possuiam 8 dias de idade e assim sucessivamente, com as moscas utilizadas na ultima bateria
de experimentos (réplicas 9 e 10) possuindo 11 dias de idade. Pelo menos 15 minutos antes do
teste, 20 machos, sendo 10 de cada populagdo, devidamente marcados com tinta ndo-toxica,
foram liberados no interior da gaiola. Posteriormente, 10 fémeas selvagens foram adicionadas
na gaiola. As observagdes pela presenga de copula foram realizadas no periodo compreendido
entre 7h e 14h. Apos a confirmacdo de copula, o casal era removido da gaiola por meio de um
tubo de ensaio e devidamente identificado quanto a populagao de origem do macho, horario de

inicio da copula (laténcia) e duracdo da copula. Os testes de escolha de parceiro foram
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realizados sob condi¢des ambientais de 25 + 1°C, umidade relativa de 60 + 5% e luminosidade

entre 1.360-1.540 lux.

Figura 2: Ambientagdo dos ensaios experimentais de escolha de parceiro, com uma muda de pitanga (E. uniflora
L.) localizada no interior da gaiola. A direita, em destaque, um macho selvagem com marcagao feita por tinta ndo-
toxica na regido do torax.

Analises estatisticas

Para analisar o padrao temporal de emissdao de feromonio entre as populacdes, os dados
foram testados por meio de um Modelo Linear Generalizado (GLM) autologistico (Besag,
1972). Essa metodologia compara as populagdes usando o tempo como uma covariavel. Dessa
forma, tempo (horarios) e populacdo (laboratério x selvagem) sdo a variavel explanatoria, e o
numero de machos emitindo feromonio ¢ a variavel resposta para a qual se assumiu uma
distribuicao de Poisson. A func¢do log foi utilizada como fun¢do de ligagio do GLM. Um
automodelo foi construido utilizando a covariancia de cinco dados consecutivos de tempo,

livres de dependéncia (Roriz et al., 2019).

A partir dos experimentos de filmagens da corte, quatro parametros foram avaliados: a

frequéncia das unidades comportamentais; o tamanho da corte; a duragdo total das unidades
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comportamentais; € a sequéncia comportamental. Para analisar se a frequéncia da unidade
comportamental (varidvel resposta) varia em fun¢do da populagdo (varidvel explanatoria),
foram utilizados GLMs com funcao de ligagao log e assumindo distribui¢ao de Poisson para os
dados. Como foi detectada sobredispersao nos dados das variaveis resposta (isto ¢, variancia >
média), uma corre¢do de erros padrdo foi realizada aplicando-se modelos de guasi-Poisson
(Zuur et al., 2009). A significancia do modelo foi checada através de teste F. O tamanho da
corte (variavel resposta) foi modelado em funcao da populacdo (variavel explanatoria) e
analisado de forma similar a frequéncia das unidades comportamentais. Para verificar se a
duracdo total (variavel resposta) varia entre os comportamentos (varidvel explanatoria), foi
executado um GLM para cada populacido estudada, utilizando funcdo de ligagdo identity e
assumindo distribuicdo normal dos dados. A significancia do modelo foi verificada por meio

de teste qui-quadrado. Foi realizado um pds teste de Tukey para comparacdes par a par.

A sequéncia comportamental foi analisada no software EthoSeq (Japyassu et al., 2006),
construido para extrair sequéncias comportamentais probabilisticas (sequéncias geradas em
arvore, ou TGSs — tree-generated sequences) a partir de dados observacionais. O EthoSeq
utiliza a teoria dos grafos para produzir representacdes hierarquicas em arvores direcionadas
(DiTree), onde cada agdo comportamental aparece apenas uma vez. Na DiTree, as transigdes
representadas sdo aquelas que maximizam o caminho de probabilidades, de forma que as rotinas
comportamentais contidas na arvore sdo as mais provaveis dentro do conjunto de dados
(Japyassu et al., 2006). Para analisar as sequéncias comportamentais que mais contribuiram

para o sucesso de copula, selecionamos as arvores cujas raizes terminam com a unidade mating.

Os dados obtidos a partir do experimento de escolha de parceiro foram a proporcao de
machos copulados, a laténcia e a duragdo da copula (variaveis resposta), modelados em fun¢do
da populagdo (varidvel explanatoria). Para avaliar a propor¢do de machos copulados foi
realizado um GLM assumindo distribui¢do binomial e utilizando funcao de ligacao /ogit. Apos
deteccao de sobredispersao dos dados, o ajuste foi realizado aplicando um modelo quasi-
binomial (Zuur et al., 2009). A significancia do modelo foi checada através de um teste F. Para
a andlise da laténcia e dura¢do da copula, o modelo que melhor se ajustou aos dados foi um
GLM com distribui¢do normal e fun¢do de ligacdo identity. A significincia do modelo foi

avaliada por meio de teste qui-quadrado.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software gratuito R Studio

considerando um valor de significancia de p < 0.05.
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Resultados

Padrao temporal de emissao de feromonio

O GLM analisado demonstrou que a significancia do modelo se deu apenas nos horarios
(AutoCov5) (tabela 1). Ou seja, o padrio temporal de emissdo de feromonio ndo diferiu
estatisticamente entre as populacdes, mas o numero de machos emitindo feromonio variou
significativamente em relacdao ao tempo. Os machos das duas populagdes iniciaram a atividade
de emissdo de feromonio desde o comego da fotofase e continuaram por pelo menos 8 horas
(figura 3). O pico da atividade ocorreu as 8h e 9h nas populagdes selvagem e de laboratorio,
respectivamente. A populacao criada em laboratdrio mantém um padrao relativamente alto no
numero médio de machos emitindo feromodnio até 10h, quando a atividade comeca a diminuir
continuamente. O nimero médio de machos selvagens emitindo feroménio se mantém em
niveis relativamente proximos com pequenas oscilacdes até as 12h30, quando a atividade
também comeca a reduzir, porém de forma menos continua em comparagao a populacao de
laboratdrio. Nas duas linhagens, o nimero de machos liberando feromonio decaiu até sua
reducdo total em horarios proximos, as 16h para moscas de laboratério e 16h30 para moscas
selvagens. Os machos de laboratorio, no entanto, voltaram a emitir feromdnio nos dois tltimos

horarios de observacao do teste, isto €, as 18h e 18h30.

Tabela 1: Modelo linear generalizado autologistico dos dados temporais da emissdo de feromonio usando a

populagdo de laboratorio como referéncia.

Estimative SE Z P Signif.
AutoCov5 0.388 0.015 25.258 <2el6 ok
Selvagem 0.040 0.073 0.558 0.577

Signif. codes: 0 "***' 0.001 "**' 0.01 '*' 0.05".'0.1""1
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Figura 3: Representacdo grafica do padrdo temporal de emissdo de feromonio para as populagdes de laboratorio
e selvagem de C. capitata. Os pontos representam valores médios ¢ as barras de erro representam erro padréo da
média (P < 0.05; GLM autologistico).

Registro da corte e analise de video

Etograma

Dezessete unidades comportamentais foram descritas para as populagdes estudadas, e
divididas nas seguintes categorias comportamentais: emissdo de feromonio; posigdes e
movimentos realizados com as asas; movimentos de cabega; posigdes e/ou movimentos
corporais; limpeza; comportamentos agonisticos; interagdes macho-fémea e copula (tabela 2).
O etograma elaborado apresenta atividades comportamentais descritas anteriormente para C.
capitata (Bricefio et al., 1996, 1999; Bricefio & Eberhard, 2002; Bricefio & Eberhard, 2000),
com modificagdes quando necessarias. Os comportamentos Oscillation (OC), Stationary (ST),
Grooming (GR), Rubbing legs (RU) e Falling (FG), previamente descritos para a mosca-das-
frutas Anastrepha fraterculus (Cardoso, 2021, ndo publicado; Roriz et al., 2018), foram
observados em C. capitata. A descrigdo do comportamento Oscillation foi modificada, pois o

movimento executado por C. capitata foi mais simples em comparacao ao que foi descrito para
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291  A. fraterculus, e, nas vezes em que o comportamento ocorreu, as oscilagdes foram unilaterais.
292 A unidade Reorientation (RE) foi inserida durante as andlises. Todos os comportamentos

293  descritos foram desempenhados pelos machos das duas populagdes.

Tabela 2: Etograma com descri¢do das unidades comportamentais observadas nas populagdes de laboratério e

selvagem de C. capitata.

Categoria Unidade .~
Descricao
comportamental comportamental
Emissdo de uma goticula de feromodnio
Emissao de . brilhante e translucida visivel pela eversao do
N CALL: Calling o g ) N A

feromonio epitélio anal e/ou distensdao das glandulas

abdominais laterais (Bricefio et al., 1996).
As asas, parcialmente estendidas
lateralmente, movem-se de forma ritmica no
sentindo dorsoventral, produzindo uma
WVb: Wing vibragdo continua. Durante 0 movimento, o
vibration epitélio anal do macho encontra-se evertido e
direcionado ventralmente, com a goticula de
Posigoes e feromonio permanecendo visivel (Bricefio &

movimentos Eberhard, 2000).
realizados com as
asas )

As asas, estendidas lateralmente em cerca de
60° em relagdo ao térax, movem-se
WBz: Wing ritmicamente para a frente e depois retornam
buzzing a posicao inicial, criando movimentos ‘para

frente e para tras’ (Bricefio & Eberhard,
2000).

Movimentos de
cabeca

HRK: Head rock

Balangos rapidos realizados com a cabega,
frequentemente do tipo rotatério, mas
também podem ocorrer deflexdes laterais ou
movimentos dorsoventrais (Bricefio et al.,
1996).

Posicoes e/ou
movimentos
corporais

FL: Flying

A mosca voa, batendo as asas, e se desloca
para um campo de pouso.
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OC: Oscillation

A mosca move suas pernas lateralmente,
caminhando, criando arcos unilaterais com o
movimento do corpo. A cada oscilagdo, a
mosca executa movimentos de abertura da
asa e alinhamento em torno de 90° em relacao
ao torax (Roriz et al, 2018, com
modificagdes).

MO: Mobile

A mosca caminha movimentando suas pernas
de forma sincronizada.

RE: Reorientation

Macho gira o corpo reorientando-se em
direcdo a fémea apoOs detectar algum
movimento realizado por ela — normalmente
0 pouso apos 0 Voo.

ST: Stationary

Macho permanece parado com as asas em
uma posi¢ao relaxada, perto do corpo — ou
seguradas quase transversalmente —, com a
por¢ao proximal da asa posicionada para
baixo e por¢ao distal para cima (Roriz et al.,
2018).

FG: Falling

Macho cai com as pernas voltadas para cima
apés attempt ou aterrissagem de Voo
malsucedida (Cardoso, 2021, ndo publicado).

GR: Grooming

Limpeza

Parada, a mosca realiza movimentos de
limpeza corporal, esfregando as pernas nas
asas, cabega, torax, abdome, probdscide e
antenas (Roriz et al., 2018).

RU: Rubbing legs

Parada, a mosca esfrega os pares de pernas
umas nas outras, normalmente o primeiro e
ultimo pares (Cardoso, 2021, ndo publicado).

Comportamentos

agonisticos FI: Fight

Interagdes agressivas entre machos ou entre
machos e fémeas, nas quais a mosca que ataca
empurra a outra ou bate na outra com a
cabeca, ou, ainda, a mosca atacando voa
sobre a outra atingindo-a bruscamente no
dorso (Briceno et al., 1999, com
modificagoes).
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O macho ¢ a fémea alinham-se frente a frente,
AL: Alignment a curtas distancias, olhando diretamente um
para o outro (Bricefio & Eberhard, 2002).

Aristas do macho batem repetidamente nas
aristas da fémea e/ou o macho executa
equenos passos para a frente e toca nas
CO: Contact p ~
Interacdes macho- antenas da fémea com seu segundo par de
fémea cerdas (Bricefio & Eberhard, 2002, com
modificagdes).

O macho salta e pousa sobre a fémea com a
parte anterior do seu corpo voltada mais ou
menos para a extremidade posterior do corpo
da fémea. Entdo, o macho gira em torno de
180° sobre o eixo da fémea para tentar copular
(Bricefio et al., 1996).

AT: Attempt

O macho segura a fémea através de seus trés
pares de pernas e introduz seu o6rgdo
copulador encaixando-o na genitdlia da
fémea.

Coépula MT: Mating

294
295 Tamanho da corte

296 As populagdes diferiram estatisticamente quanto ao tamanho das sequéncias
297  comportamentais de corte (F = 7.5542; p =0.0137). O tamanho da corte foi significativamente

298  menor na populagdo de laboratério (figura 4).

299
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Figura 4: Tamanho das sequéncias comportamentais de corte em func¢do da populagdo de C. capitata. As barras
representam valores médios e as barras de erro representam erro padrdo da média. Letras diferentes acima das
barras indicam diferencgas estatisticas significativas entre as populagdes (P < 0.05; GLM).

Sequéncia comportamental

As sequéncias geradas em arvore (TGS) apontaram similaridades nas rotinas
comportamentais que mais contribuiram para a cépula entre as duas populagdes, com diferengas
mais concentradas na probabilidade de ocorréncia dos caminhos (figura 5). A unidade mating
(MT) foi sempre precedida pelo attempt (AT) (AT > MT: 100,00%). Apenas as unidades
Contact (CO) e Wing buzzing (WBz) precederam o attempt (AT). A sequéncia CO > AT > MT
apresentou probabilidade de 50,00% de ocorréncia na populacdo selvagem e uma menor
probabilidade na populacgao de laboratério (14,29%). A sequéncia WBz > AT > MT apresentou
alta probabilidade de ocorréncia nas duas populagdes, especialmente na populagdo de
laboratério (71,43%). Nas moscas de laboratdrio, a sequéncia iniciada pelo comportamento de
reorientacdo (RE) apresentou 10,80% de probabilidade de contribuir para a cépula com o RE
ocorrendo antes do balanco de cabeg¢a (HRk), ao passo que, na populacdo selvagem, este
comportamento apresentou menor contribui¢ao para a copula e maior probabilidade de preceder

o alinhamento (AL).
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321 Figura 5: Sequéncias geradas em arvore (TGS) que resultaram em copula bem-sucedida (terminadas em mating
322 —MT) para as populagdes selvagem (a) e de laboratorio (b) de C. capitata. As setas indicam a sequéncia das rotinas
323 comportamentais com os respectivos valores percentuais que representam a probabilidade de ocorréncia de cada
324 rotina especifica. As unidades comportamentais e percentuais destacados representam rotinas comportamentais
325 que mais contribuiram para a copula. Em contrapartida, a medida que a rotina comportamental se afasta do MT,
326  menor é sua probabilidade de ocorréncia.
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Frequéncia das unidades comportamentais

As populacdes diferiram significativamente quanto ao numero de ocorréncias
(frequéncia) das unidades comportamentais Mobile (MO), Flying (FL), Grooming (GR) e
Stationary (ST) (tabela 3). Em média, esses comportamentos ocorreram em uma frequéncia

estatisticamente menor na populagdo de laboratério (figura 6).

Tabela 3: Comparagdo das frequéncias de cada unidade comportamental entre as populagdes de

laboratorio e selvagem de C. capitata (Modelo linear generalizado, family = quasi-poisson).

Modelo Linear Generalizado (GLM)

Unidade
Comportamental Df r P Signif
MO 1 8.5220 0.0096 ok
FL 1 7.2121 0.0156 *
WVb 1 0.5403 0.4723
HRk 1 0.0294 0.8658
WBz 1 0.1041 0.7509
FG 1 0.0055 0.9415
FI 1 0.0673 0.7984
AL 1 0.0477 0.8298
AT 1 0.332 0.5720
GR 1 4.4938 0.0490 *
RU 1 0.9358 0.3469
CALL 1 0.4627 0.5055
RE 1 0.6603 0.4277
oC 1 0.0055 0.9415
ST 1 6.4862 0.0209 *
CO 1 3.3223 0.0860

Signif. codes: 0 '***' 0.001 "**' 0.01 '"*' 0.05".' 0.1 "' 1
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Figura 6: Frequéncia das unidades comportamentais, medida em numero de ocorréncias, e modelada em fungao
da populagdo. As barras representam valores médios e as barras de erro representam erro padrio da média.
Asteriscos acima das barras indicam diferencas estatisticas significativas entre as populag¢des (P < 0.05; GLMs).

Duracgao total das unidades comportamentais

Para as duas populagdes estudadas, o tempo total das ocorréncias de cada unidade
comportamental (duracdo total) foi avaliado em fun¢do dos comportamentos. Nesta analise,
algumas unidades comportamentais ndo foram incluidas pela dificuldade em quantificar com
acuracia sua duracao total ou porque sdo executadas muito rapidamente pelos machos. Assim,
apenas as unidades Mobile, Flying, Wing vibration, Wing buzzing, Falling, Grooming, Rubbing

legs, CALL e Stationary foram quantificadas quanto a duragdo total.

Nas duas populagdes, o GLM analisado foi significativo. Na populagdo selvagem, os
machos levaram significativamente mais tempo caminhando (Mobile - MO) em comparagao as
outras atividades, exceto Grooming (GR) e Stationary (ST), cujas médias ndo foram
estatisticamente diferentes da média do MO (figura 7a). A duragdo total do comportamento GR
foi significativamente maior do que a duragao dos comportamentos Flying (FL), Wing vibration

(WVDb), Wing buzzing (WBz) e Falling (FG).

As moscas de laboratério dispenderam significativamente mais tempo realizando
atividade de limpeza (GR) em comparagdo aos demais comportamentos, com exce¢do das

unidades Calling (CALL) e Wing vibration (WVb), cujas médias ndo foram estatisticamente
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354  diferentes da média do GR (figura 7b). CALL e WVb, comportamentos associados a atividade

355  de emissdo de feromonio, tiveram, em média, duragao total similar.
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357 Figura 7: Duracao total (em minutos) das unidades comportamentais para a populagdo selvagem (a) e populagdo
358 de laboratoério (b) de C. capitata. As barras representam valores médios e as barras de erro representam erro padrao
359 da média. Letras diferentes acima das barras indicam diferengas estatisticas significativas entre as unidades
360  comportamentais (P < 0.05; teste post hoc de Tukey).

361

362  Teste de escolha de parceiro

363 As populagdes diferiram significativamente quanto a propor¢cao de machos copulados
364  no teste de escolha de parceiro (F = 12.74; p = 0.0022). A proporcao de machos copulados
365  pertencentes a populacdo de laboratorio foi significativamente maior que a propor¢do de

366  machos copulados da populagdo selvagem (figura 8).
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Figura 8: Propor¢do de machos copulados em fung@o da populagio de C. capitata. As barras representam valores
médios e as barras de erro representam erro padrdo da média. Letras diferentes acima das barras indicam diferencas
estatisticas significativas entre as populagdes (P < 0.05; GLM).

As populacdes ndo diferiram estatisticamente quanto a laténcia (p = 0.7740) e duracao

da copula (p = 0.8862) (tabela 4; figura 9).

Tabela 4: Resumo dos dados de ‘laténcia da copula’ e ‘duracdo da copula’ considerando as duas populagdes (N

=70). Onde Min. = Minimo; 1st. Q = Primeiro quartil; 3rd. Q = Terceiro quartil; e Max. = Maximo.

Variavel Resumo
resposta Min. 1st. Q Média Mediana 3rd. Q Max.
Laténcia da 2.00 12.00 50.93 21.50 5325  282.00
copula
Duragdo da 13.0 130.2 143.1 1455 166.0 202.0
copula
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Figura 9: Representagao grafica da laténcia até a copula (esq.) e duragdo da copula (dir.) de C. capitata em fungdo
da populagado (P < 0.05; GLM).
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Discussao

Neste trabalho avaliamos os efeitos da criacao em laboratério no comportamento sexual
de machos de C. capitata por meio da comparagdo entre moscas selvagens e moscas
colonizadas em laboratério. Nossos resultados apontaram que, em relagdo ao tamanho da corte,
frequéncia comportamental e sucesso de acasalamento, as populagdes diferiram
significativamente. Além disso, a analise da duragao total dos comportamentos, realizada para
cada populacdo, indicou uma diferente distribuicdo de tempo entre as atividades
desempenhadas. Por outro lado, os machos de laboratério e selvagens apresentaram
similaridades nos demais parametros avaliados, a saber, o padrdao de emissdao de feromonio,

rotinas comportamentais da sequéncia de corte, laténcia e duragao da copula.

A liberagdo de feromonio sexual para atrair as fémeas ¢ um passo critico no esforgo de
um macho para garantir uma parceira. Nossos achados mostraram que o padrdo temporal de
emissdo de feromodnio da populacdo de laboratorio nao diferiu significativamente do padrao
apresentado pela populacdo selvagem, indicando que, em relag@o a esse parametro, a qualidade
da populagdo de laboratério se mantém. Nao obstante, independente da populagdo, observamos
uma variagao no numero de machos emitindo feromonio em relacdo aos horarios. Nosso
resultado demonstrou que moscas mantidas em um fotoperiodo de 12h claro:escuro
apresentaram um padrao temporal de emissao de feromonio do tipo unimodal, com apenas um
pico de chamamento ocorrendo durante o dia (pela manha entre 8h00 e 9h00). Esse padrao
também foi observado em machos selvagens de C. capitata avaliados em laboratorio sob um
regime de fotoperiodo similar (Landolt et al., 1992). Por outro lado, moscas selvagens testadas
em laboratorio e mantidas em um fotoperiodo distinto (14h claro: 10h escuro) (Diamantidis et
al., 2008; Papadopoulos et al., 1998) apresentaram um pico adicional de emissao de feromdnio
no periodo da tarde. Esses padroes também foram encontrados em populacdes selvagens de C.
capitata testadas em gaiolas de campo. Prokopy & Hendrichs (1979) observaram apenas um
pico de emissao de feromdnio em moscas oriundas da Guatemala, por volta das 12h30, horario
em que a temperatura foi quente o suficiente para permitir altos niveis da atividade. Por sua
vez, em um experimento de campo conduzido no Egito, dois picos de emissdo de feromodnio
foram observados nos horarios mais quentes da manha e da tarde, respectivamente (Hendrichs

& Hendrichs, 1990).
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Dessa forma, condi¢cdes ambientais abidticas como temperatura e fotoperiodo parecem
regular fortemente o ritmo da atividade sexual diaria em C. capitata. Os machos da populacao
selvagem estudada emitiram niveis relativamente altos de feromonio desde o inicio da manha
até as 12h30, faixa de horarios em que a temperatura em Salvador, Bahia, Brasil (12°55'36.6"S
38°19'15.8"W; 12°56'13.4"S 38°19'53.5"W) parece ser quente o suficiente para a ocorréncia
desse padrao. Alternativamente, a concentracdo de altos niveis da atividade entre as primeiras
horas do dia e inicio da tarde pode ser atribuida a falta de oscilagdes na temperatura durante a
realizagdo do teste, que foi controlada em 25 £ 1°C. Os machos da populagao de laboratério
tiveram um padrdo de emissdo de feromonio relativamente similar ao observado para os
selvagens, com o adendo de que comecam a reduzir a atividade mais cedo (a partir das 10h) e
de forma mais continua. A atividade, em um primeiro momento, cessou em horario similar a
populagdo selvagem. No entanto, os machos de laboratério voltaram a emitir feromonio nos
dois ultimos horarios do teste, possivelmente em resposta aos efeitos da domesticagdo em um
ambiente cuja mudancga entre claro e escuro € abrupta. Para verificar se a tendéncia desses
machos seria apresentar um segundo pico de emissdao de feromonio, sugere-se ampliar a faixa

temporal do teste em estudos futuros.

Os resultados obtidos a partir dos experimentos de filmagem indicaram que todas as
unidades comportamentais descritas para C. capitata estiveram presentes nas duas populagdes,
com os comportamentos sendo desempenhados de forma similar pelos machos avaliados. O
tamanho da corte (nimero de unidades comportamentais até a copula) foi menor na populagdo
de laboratorio. Esse achado € corroborado por estudos anteriores que relataram um
encurtamento da corte performada por machos de C. capitata criados em massa (Bricefio &
Eberhard, 1998; Calcagno, 1999; Liimatainen et al., 1997). A selecdo de cortes encurtadas em
machos de laboratério parece diminuir o risco de interrupgdes por outros individuos nas gaiolas
de criacdo altamente adensadas (Bricefio & Eberhard, 1998; Calcagno, 1999), caracteristica que
¢ vantajosa para seu desempenho sexual em laboratdério, mas pode impactar negativamente sua
performance em campo. De fato, fémeas criadas em massa coevoluem e aceitam, mais do que
as fémeas selvagens, machos que apresentam cortes mais breves (Cayol, 2000; Robinson et al.,

2002).

A andlise da sequéncia comportamental de C. capitata demonstrou que a sequéncia
basica de corte previamente apontada para a espécie, composta pelos comportamentos Wing
vibration (WVb), Wing buzzing (WBz) e Head rock (HRk), ocorreu nas duas populacdes. Neste

trabalho, o head rock sempre iniciou imediatamente antes do wing buzzing e, com o inicio desse
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ultimo, continuaram ocorrendo simultaneamente. De fato, foi previamente demonstrado que o
head rock ocorre em dois estagios (Briceno & Eberhard, 2002). No primeiro estagio, o balango
de cabega inicia imediatamente antes do wing buzzing e, no segundo estagio, o macho executa

0 head rock assim que o wing buzzing comega (Bricefio & Eberhard, 2002; Lux et al., 2002).

A probabilidade da rotina comportamental WVb > HRk > WBz contribuir para a
aceitagdo da fémea foi maior na populagdo de laboratorio. Complementando esse achado, ¢
importante destacar que os machos de laboratorio dispenderam um tempo total similar na
execucdo dos comportamentos wing vibration ¢ CALL, ambos associados a emissdo de
feromonio. Tanto o wing vibration como o wing buzzing sdo importantes etapas da corte, uma
vez que produzem sinais acusticos para atracdo da fémea (Bricefio & Eberhard, 2000; V. S.
Dias et al., 2023). Durante o wing vibration o macho continua emitindo feromdnio,
direcionando ventralmente o epitélio retal evertido (Bricefio et al., 1996). Nesse sentido,
acredita-se que a vibracdo continua das asas, além de promover a produgdo de sinais acusticos,
pode também estar associada com a dispersdo de plumas de feromonio em dire¢dao a fémea
(Briceno et al., 1996; Bricefio & Eberhard, 2000; Féron, 1962). Por sua vez, foi previamente
relatado que a goticula de feromonio ¢é reabsorvida total ou parcialmente durante a execucao do
wing buzzing e do head rock (Briceno et al., 1996). Neste trabalho, observamos que a goticula
de feromonio continuava aparente durante esses comportamentos, no entanto, em virtude da
limitagdo visual de algumas filmagens, ndo foi possivel confirmar se isso aconteceu em todas

as ocorréncias do wing buzzing e do head rock.

A rotina comportamental Contact (CO) > Attempt (AT) também contribuiu
substancialmente para a ocorréncia da copula. Essa rotina, entretanto, apresentou maior
probabilidade de contribuir para o mating na populagdo selvagem. O contact foi reportado
anteriormente como sendo uma parte importante da corte de C. capitata, ocorrendo por meio
do contato entre aristas do macho e da fémea durante o segundo estagio do head rock (Briceno
& Eberhard, 2002). Os machos de C. capitata possuem cerdas orbitais sexualmente dimoérficas
localizadas na superficie anterior da cabeca, estrutura que possivelmente foi selecionada para
promover o estimulo tatil na fémea (Eberhard, 2000; Miranda, 2000). Bricefio & Eberhard
(2002) demonstraram que a remocdo das aristas dos machos de C. capitata, assim como a
colagem de sua cabega para impedir a execugao do head rock, resultaram em um menor sucesso
de acasalamento nos machos avaliados. Esse trabalho mostrou ndo s6 a relevancia do contact
para a aceitagcdo da copula pelas fémeas, mas também a importancia do head rock em facilitar

a ocorréncia desse estimulo mecanico antes do attempt. Apesar da menor probabilidade de
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ocorréncia da rotina CO > AT nos machos de laboratorio, deixamos aqui a ressalva de que a
quantificagdo do contact pode ter sido subestimada nas duas populagdes em virtude das
limitagdes visuais das filmagens, que por vezes impossibilitavam a observagdo da auséncia ou
presenca desse comportamento, ja que as aristas e antenas sao estruturas de dificil visualizagao

a depender da qualidade dos videos.

A analise da frequéncia das unidades comportamentais indicou que os comportamentos
Mobile (MO), Flying (FL), Stationary (ST) e Grooming (GR) ocorreram com menor frequéncia
na populacdo de laboratorio. Esse resultado pode indicar que o nosso ambiente de criagdo esta
exercendo uma forga seletiva que seleciona moscas menos ativas. As gaiolas de criagdo
representam ambientes aglomerados e de area limitada, e a selecdo de moscas menos ativas
pode reduzir a ocorréncia de danos fisicos por meio de colisdes (FAO/IAEA/USDA, 2019).
Adicionalmente, as fontes de alimento e agua estdo em constante proximidade das moscas
criadas em laboratdrio, ndo sendo necessario percorrer longas distancias a procura de recursos
alimentares (Cayol, 2000). Complementando esse resultado, destaca-se que a andlise de
duracdo total dos comportamentos indicou que as moscas selvagens dispenderam mais tempo
na realizacdo do Mobile em comparagao as demais unidades, demonstrando seu maior nivel de
atividade. Com relagdo ao Grooming, apesar desse comportamento ter ocorrido com maior
frequéncia na populacdo selvagem, a andlise de duragdo total demonstrou que foi nessa
atividade que os machos de laboratorio investiram mais tempo. Isso pode estar associado a uma
maior prevaléncia de patdgenos nos ambientes aglomerados das gaiolas de criagao e, portanto,

niveis mais elevados de higiene podem conferir uma maior prote¢ao (Weldon et al., 2010).

Alternativamente, a menor frequéncia desses comportamentos nos machos de
laboratorio, em especial o Flying, pode ter ocorrido em virtude de uma menor pressao seletiva
para a irritabilidade no ambiente artificial. Na natureza, essa caracteristica permite que os
individuos adultos escapem de predadores (Hendrichs et al., 1996). Entretanto, no laboratorio,
além da pressdo de predagdo ser nula, os ambientes aglomerados possibilitam a interacdo
frequente entre coespecificos, levando a uma reducao dos niveis de irritabilidade ao longo das
geragdes (Cayol, 2000). De fato, foi previamente demonstrado que a irritabilidade inicialmente
elevada em moscas selvagens de C. capitata foi substancialmente reduzida apos apenas seis
geracgdes de criagdao em laboratorio (Boller & Calkins, 1984). Neste trabalho, utilizamos moscas
selvagens das geracdes Fo e Fi, e foi possivel notar uma maior agitacdo dessas moscas em
comparagao as de laboratdrio, ndo s6 nas pequenas caixas usadas nas filmagens, mas também

dentro das gaiolas maiores de criacdo (observagdo pessoal). A maior propensdo a um estilo de
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vida menos ativo e/ou menos irritado nas moscas de laboratério ¢ um fator que, em campo,
pode afetar negativamente a sobrevivéncia desses individuos, prejudicando sua capacidade de
locomogao, forrageamento, busca por copulas e fuga de predadores. Uma forma de reduzir essa
forga seletiva pode ser alcangada ao modificar as gaiolas de criacdo com a adig¢do de superficies

extra para as moscas empoleirarem e exibirem a corte (Liedo et al., 2007).

Na natureza, fémeas de C. capitata selecionam um parceiro com base em cortes longas
e detalhadas, por isso, ¢ comum que fémeas selvagens rejeitem cortes de machos criados em
laboratério, resultando em um menor sucesso de acasalamento quando estes competem com
machos selvagens (Bricefio & Eberhard, 1998; Pereira et al., 2007; Rossler, 1975). Esse
resultado ndo foi encontrado neste trabalho. Pelo contrario, o teste de escolha de parceiro
apontou que os machos de laboratério tiveram um maior sucesso de acasalamento em

comparagdo aos machos da populagdo selvagem.

Os machos de laboratério podem ter se favorecido da pressao seletiva mais relaxada do
nosso ambiente de criacdo, caracterizado por possuir uma menor densidade de moscas em
comparagdo as criacdes altamente massais das biofabricas, além da flexibilidade na quantidade
de alimento e agua disponibilizados nas gaiolas de criagdo. Tais fatores podem ter promovido,
ao longo das geragdes, a manutencdo dos niveis de competitividade dos machos. Um estudo
recente realizado em condi¢des laboratoriais mostrou que machos de laboratério da espécie
Bactrocera oleae ortundos de uma criagdo de pequena escala foram tdo competitivos quanto
machos selvagens pela copula com fémeas selvagens (Terzidou et al., 2022). Alternativamente,
nosso resultado também pode ser atribuido as condi¢cdes ambientais controladas durante a
realizacdo dos testes e a falta de estimulos naturais, fatores que sdo desfavoraveis aos machos
selvagens. Foi previamente demonstrado que moscas-das-frutas selvagens tiveram uma
performance sexual reduzida sob condi¢des laboratoriais em comparacao ao seu desempenho
em testes de campo (Meza-Herndndez & Diaz-Fleischer, 2006). Nesse contexto, ainda ¢
inconclusivo afirmar se, de fato, as caracteristicas da nossa criagdo promoveram, ao longo das
geragdes, a manutencdo de machos tdo (ou mais) competitivos quanto suas contrapartes
selvagens, ou se, na verdade, o maior sucesso de acasalamento encontrado nos machos de
laboratério foi favorecido pelo desempenho sexual reduzido dos machos selvagens. Dessa
forma, sugere-se a realizagdo de estudos complementares para determinar se as diferengas

observadas se manteriam sob condigdes mais similares as das populagdes naturais.
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Em relacdo ao parametro de laténcia do acasalamento, o teste de escolha de parceiro
revelou que as populagdes ndo diferiram significativamente. A laténcia indica o tempo até o
inicio da copula e pode ser usada como um proxy para indicar a disposi¢ao ao acasalamento.
Do ponto de vista da TIE, a manuten¢do do tempo de laténcia € importante, pois a liberacao de
machos com menor laténcia para a copula poderia resultar em um descompasso entre a
prontidao sexual do macho e o horario em que as fémeas selvagens participam dos leks na

natureza (Pérez et al., 2021).

As populagdes também nao diferiram quanto a duracdo da copula. No ambito da TIE,
esse resultado ¢ relevante, pois tem sido apontado que a duragdo da copula pode estar
negativamente correlacionada com a probabilidade de recopula (FAO/IAEA/USDA, 2019).
Assim, coOpulas mais curtas parecem aumentar a probabilidade das fémeas acasalarem
novamente com machos férteis em campo, fator indesejavel para a eficiéncia da TIE (Cayol,
1999; FAO/TAEA/USDA, 2019). Em C. capitata, ainda nao esta totalmente compreendido se
s30 os machos ou as fémeas que desempenham maior controle sobre a dura¢ao da copula, sendo
dificil diferenciar as influéncias de cada sexo na determinacdo desse parametro (Eberhard,

2000).

De forma integrada, nossos resultados mostram que a criacdo em laboratorio afetou
significativamente o escopo mais quantitativo do comportamento sexual de C. capitata.
Qualitativamente, o repertorio € a performance comportamental se mantém nos machos da
populagdo de laboratorio. No entanto, cabe o questionamento do quanto essas mudancas,
mesmo quantitativas, podem impactar o desempenho desses machos quando confrontados com
individuos selvagens, uma vez que a alta qualidade de um inseto criado em laboratério nao

implica necessariamente em uma boa performance no campo.

A possivel selecao do ambiente artificial por moscas menos ativas e/ou menos irritadas,
além do menor tamanho de corte aqui encontrados, sdo fatores que, em condi¢des naturais,
podem prejudicar a sobrevivéncia e a performance sexual dos machos de laboratorio. No
entanto, esses efeitos parecem ser compensados pela manutencao da qualidade da populagdo
em relagdo a outros parametros do comportamento sexual, como o padrio de emissdo de
feromonio, o repertorio comportamental e a sequéncia bésica de corte. Levando em
consideragdo a relevancia econdmica e a nocividade que C. capitata representa enquanto praga

agricola, nossos achados fornecem novos conhecimentos acerca da influéncia da criagdao em
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572  ambito das estratégias de controle baseadas no comportamento.
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Conclusoes

Os estudos sobre o comportamento sexual de moscas-das-frutas sdo historicamente
numerosos ¢ dizem respeito a diferentes etapas que envolvem esse processo. No ambito das
pragas agricolas de interesse econdmico, compreender a sequéncia natural do comportamento
sexual e seus mecanismos adjacentes ¢ uma Otima maneira de fornecer, via conhecimentos
tedricos, suporte para o aprimoramento logistico e estratégico de técnicas de controle

populacional que se embasam fortemente no comportamento.

Um dos grandes dilemas no gerenciamento de criacdes em larga escala voltadas ao
controle populacional envolve encontrar um equilibrio entre os custos voltados a manutengao
da criacdo e o nivel de qualidade que se almeja manter nos insetos. Neste trabalho, a linhagem
de laboratorio utilizada é mantida ha muitos anos em condigdes artificiais controladas e, mesmo
assim, nossos resultados indicam que a criagdo em uma menor escala ¢ com condi¢des que
favorecem uma selegdo artificial mais relaxada (por exemplo, menor densidade de moscas e
flexibilidade na disponibilidade de alimento para adultos e larvas) parece ter sido um fator
importante para a manuten¢do da qualidade da populagdo de laboratério em aspectos cruciais
do comportamento sexual dos machos, como o padrao de emissao de feromonio, o reportdrio

comportamental e sua capacidade de acasalarem com fémeas selvagens.

Nesse contexto, esperamos que nossos achados, aliados as discussdes anteriormente
levantadas, fornecam subsidios a aplicacdo de técnicas de controle populacional como a TIE e
ampliem o leque de conhecimentos gerais sobre o comportamento sexual da mosca-das-

frutas C. capitata.
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