Observagoes sobre o comportamento

de acasalamento de Culex guinguefasciatus Say (Diptera-Culicidae)

Resumo

Um estudo foi conduzido sobre o comportamento
de acasalamento de linhagens de Culex quinquefasciatus
Say do Gambia, Africa Ocidental e Amazonas, Brasil.
Usando um sistema de televisao sensivel ao infraver.
melho para observagao no “escuro”, os experimentos
mostraram que os machos sdo atraidos pela emisséo
de som no vbo da fémea e pareceram ndo distinguir
entre membros de suas espécies e de outros géneros.
A resposta dos machos a2 emissdo de som artificial de
véo da fémea tem um pico em L.D. 12:12 na hora se-

guinte & interrupgdo da luz no laboratorio e apresenta
um padrao circadiano em escuro constante. No campo,
o acasalamento foi observado quando os machos este.
vam em enxame voando ativamente, A concluzdo obti-
da é de que o acasalamento depende da atividade do
macho, mas que a escolha do padrdo especifico da es.
peécie depende da fémea.

INTRODUCAO

Apesar de sua importdncia como vetor de
doencas, pouco se sabe sobre o comportamen-
to de acasalamento de Culex quinquefasciatus
Say. Uma vez que o bem sucedido uso da
técnica de esterilizar o macho como meio de
controle depende de que tais machos possam
competir favoravelmente com machos nor-
mais, estd se tornando altamente importante
conhecer os fatores que influenciam o acasa-
lamento nesta espécie.

Pontos conflitantes existem sobre a fun-
cdo do enxame e do acasalamento nesta es-
pécie. Assim, Sebastian & DeMeillon (1967)
pensaram gue 0 enxame nao estava necessa-
riamente relacionado com o acasalamento,
uma vez que eles observaram, em laboratério,
o acasalamento atingindo um pico apés meia
noite, quando o uso em grupo dos machos ja
havia cessado ha longo tempo. Williams &
Patterson (1969) por outro lado, concluiram
que o acasalamento depende do voo dos ma-
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chos em grupo. Se o acasalamento € inde-
pendente do uso em grupo entdo a escolha de
um padrao especifico da espécie dependeria
mais provavelmente do macho, como ocorre
em espécies que nao voam em grupo como
Aedes aegypti (L) (Nijhout & Craig), Deinoce-
rites cancer (Provost & Haeger, 1967) e Sabe-
thes chloropterus (Galindo, 1958). Se o aca-
salamento estéd associado com o v6o em gru-
po, entdao a escolha do padrao pode depender
da fémea voar para dentro de um véo em gru-
po de machos. Tais machos sdo capazes de
perceber o tom do voo da fémea com a ajuda
de suas antenas plumosas (Roth, 1949; Cle-
ments, 1963; Charlwood, 1976) e tentam aca-
salar-se com qualquer inseto que tenha um
tom de voo semelhante ao da fémea, como faz
¢ macho de véo em grupo de Anopheles gam-
biae sl (Charlwood & Jones, 1979). Assim,
uma resposta dos machos a sons que imitam
o tom de vio fornece uma estimativa preci-
sa da tendéncia para acasalamento dos inse-
tos.

Consequientemente um estudo foi efetua-
do para determinar se machos de C. quinque-
fasciatus sdo mais suscetiveis as fémeas du-
rante o periodo quando eles estariam voando
em grupo e considerar que fatores, se ha al-

gum, influenciam a escolha de padrao dos ma-
chos.

METODOS

Cultivos de C. quinquefasciatus originarios
de Keneba, Gambia, Africa Ocidental e Ma-
naus, Amazonas Brasil, foram usados nos ex-
perimentos. Larvas alimentadas com uma
suspensdo de po de figado, foram criadas em
um insectério mantido a 26+2°C em um LD
12 12 regime de luz. Adultos foram sexados
¢ separados — em emersdo e foram usados
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nos experimentos quando com trés ou quatro
dias de idade. As observagdes no “‘escuro’
toram efetuadas com o auxilio de uma céame-
ra de televisdo sensivel ao infravermelho Link
10! (Charlwood, 1974 e 1976; Charlwood & Jo-
nes, 1979) em um insectario mantido nas mes-
mas condigoes do insectdrio de criagdo. In-
fravermelho foi fornecido por uma lampada de
15 watts em um segurador llford “Safelight”
coberto por um filtro infravermelho Kodak
Watten 88A (10% de emissao a 740 nm, 0.1%
2 720nm). A imagem da camera foi transmi-
tida para um "video tape recorder” situado fo-
ra do laboratério e mostrado em um monitor
preto e branco.

Durante os experimentos, que foram efe-
{uados em gaiolas padrao cobertas com mus-
selina com 300 mm de lado, a fonte de infra-
vermelho (iv) foi mantida permanentemente
ligada.

Um gerador de sinal Advance também si-
tuado fora do insectério, foi usado para gerar
fons de voo artificiais. O sinal era enviado
para um auxiliar de audicdao Zenith, agindo
com o alto-falante, que projetava através de
um suporte de madeira de pau-de-balsa em
uma gaiola de mosquitos. A dimensao da co-
bertura era 2 mm de didmetro, assim uma fon-
ie pontual efetiva de som era produzida. A
intensidade do som foi medida usando um me-
diador de nivel de som Dawe e filtro “band
pass' associado. No sentido de reduzir o
efeito de familiarizacdo nos insetos, sons eram
tocados por cinco segundos cada minuto, o
sinal sendo controlado por um “timer” de 60
segundos. Quando os experimentos eram
conduzidos sobre o ritmo de respostas em es-
curo constante um "timer” de sessenta se-
gundos semelhante ligava o equipamento, com
2 excecao da fonte de infravermelho (iv), nos
primeiros dez minutos em cada hora.

Uma resposta positiva ao sinal sonoro foi
considerada ter ocorrido quando os machos
voaram em direcdo ao alto-falante, passaram
sobre o suporte de madeira de pau-de-balsa e
tentaram copular com o alto-falante. Um ma-
ximo de dez machos podia ser discriminado a
qualquer tempo de maneira que nimeros de
respostas maiores que este eram ainda con-
tados como dez.
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Experimentos preliminares indicaram que
o numero de respostas para um dado sinal so-
noro depende da freqiiéncia do sinal, da sua
intensidade do tempo apds o apagar da luz
quando o sinal foi tocado. Assim, no senti-
do de encontrar a freqliéncia de resposta dos
insetos, uma freqiiéncia “"controle” de 450 Hz
era tocada em minutos alternados e cada ou-
tro minuto uma freqiiéncia teste da mesma in-
tensidade na emissdo. O numero médio de
respostas pré e pés sinais teste foi calculado
e considerado como 100% de resposta. Além
disto a proporgéo relativa de respostas ao si-
nal teste foi determinado. Assim, se a me-
dia dos dois sinais controle era 8,5 e o nime-
ro de respostas ao teste era 5, entdo a res-
posta relativa era 59%. As freqiiéncias tes-
tes eram separadas em medidas de 50 Hz e
apos 20 tentativas com cada freqléncia de
200 a 1000 Hz uma curva de resposta de fre-
gliencia era obtida. Este método tem a van-
tagem sobre o de Roth (1949), em que orien-
tacdo para o pouso sobre a fonte sonora fora
usada como critério de resposta mais do que
as respostas de segurar e acoplar, e sobre a
de Wishard & Riordan (1959) em que os ma-
chos estavam disponiveis para mais de um
leste e que a influéncia de qualquer mudan-
ca temporal na resposta era considerada.

No sentido de medir a amplitude de res-
posta dos machos a sons de diferentes inten-
sidades, o suporte do alto-falante foi colocado
no canto oposto da gaiola, em angulo reto com
a camera. Os insetos em vdo eram visiveis
contra uma grade de 25 mm quadrados (linhas
brancas em papel preto) no fundo da gaiola.
Quando o som era emitido, os insetos respon-
diam voltando-se e voando na direcao dele.
Usando a facilidade da reprise em baixa velo-
cidade do gravador de video-tape, a distancia
maxima de atracdao dos sons de diferentes in-
tensidades e de fémeas amarradas foi deter-
minada.

As fémeas foram amarradas na cabeca de
um alfinete entomolégico, usando-se tinta de
cartaz de acrilico de secagem rapida. Isto
deixava as asas e pernas da fémea livres pa-
ra se moverem e pareceu nao impedir o com-
portamento de acasalamento normal., As fé-
meas amarradas foram atadas em gaiolas-pa-
drdo contendo 50 machos. Usando-se o sis-
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tema de televisdo, o comportamento de aca-
salamento que se segue ao apagar da luz foi
estudado. Fotografias instantdneas da se-
qiiéncia de acasalamento foram tiradas, usan-
do-se o sistema de tv como um guia.

RESULTADOS

A seqliéncia de acasalamento entre ma-
chos maduros virgens e fémeas estd mostra-
da na figura 1. Os machos aproximavam-se
das témeas em v0o; voando verticalmente ul-
trapassava-as (fig. 1a) e o par frontal de per-
nas do macho segura uma das pernas estica-
das da fémea. O macho entdo girava para
uma posigao ventre a ventre (fig. 1b) e, em
menos de trés segundos, as genitalias do ma-
cho localizavam as da fémea (fig. 1c e d).
Uma vez em contato genital, o macho solta as
pernas da fémea e adota uma posicédo, extre-
midade a extremidade, (fig. 1d). Apds meio
minuto (33=2 segundos, média de 15 copulas),
0os claspers do macho abrem e ele voa afas-
tando-se. Durante o encontro inicial, a fémea
péara de voar mas retorna a voar uma vez que
0 contato genital é estabelecido. Assim, o
par tenderia a cair de um enxame durante o
contato inicial e ndo estava propenso a inter-
feréncia intra especifica de outros machos.
Tal interferéncia tornou impossivel para qual-
quer um macho manter o contato genital quan-
do um grupo de machos era simultaneamente
atraido para uma fémea amarrada. Quando
um par em copula atraia outros machos, estes
machos tentavam copular com o par. Tais
machos adicionais tendiam a agarrar as asas
do macho em cépula com seus claspers, dan-
do origem em véarias ocasides a fileira de
trés ou quatro machos cair um atracado ao
outro.

A freqléncia de batimento de asa de adul-
tos, “teneral”, recentemente emergidos é de
100 a 200 Hz menor que de seus correlativos
maduros (Clements. 1963; Roth, 1949). Dessa
maneira machos recém-emergidos tém uma
freqiiéncia de batimento de asa semelhante 2
da fémea madura e a fémea recém-emergida
tem“uma freqliéncia de batimento de asa que
néo é atrativa para os machos. Conseqiiente-
mente, 15 machos recém-emergidos eram
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abordados por machos em voo em que tenta-
vam copula com eles enquanto que fémeas
recém-emergidas ndo obtinham qualquer res-
posta dos machos.

Os machos também abordavam e tenta-
vam acasalar-se com fémeas amarradas do
complexo Anopheles gambiae e Aedes aegyp-
ti, indicando que eles nao eram capazes de
distinguir entre seus préprios géneros e ou-
tros géneros.

A resposta a freqliéncia de C. quinquefas-
ciatus macho estd mostrada na fig. 2. Os
machos respondem a sons na amplitude de
300 a 750 Hz, com uma resposta maxima em
450 Hz. Esta larga amplitude de resposta in-
dica que o som do v6o da fémea por ''se" é
improvével agir como um mecanismo isolan-
te entre esta e outras espécies. A tabela 1
mostra a disténcia, na qual os machos foram
atraidos por sons de diferentes intensidades
e frequéncias. Como seria esperado, os in-
setos respondem de uma maior disténcia a
sons de intensidades maiores. A intensidade
média produzida por dez fémeas em voo amar-
radas foi 372 dB a 50 mm. A distancia ma-
xima de resposta a tais fémeas amarradas e
a sons de vdo artificais desta intensidade foi
50 mm, indicando que entre os machos selva-
gens, somente serdo capazes de perceber as
fémeas aqueles que estdo numa distancia de
50 mm delas.

TABELA 1
Freqiiéncia Intensidade Max. disténcia

(Hz) (dB) de resposta (mm)
450 38 50

45 125

54 200

55 250

56 250
500 40 50

45 125

54 175
600 45 75

54 200

Fémea amarrada 50 37.b=x2

dB ralz média quadrada referente a 2.10-5 N/mz2.
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Fig. 1 — Segiiéncia de acasalamento de Culex quin-
quefasciatus. Fotografia composta de linhagens do
Brasil e Africa.




Em dez ocasides, tons de voo artificiais
foram emitidos para os machos quando fé-
meas amarradas, com suas asas coladas fo-
ram colocadas bem em frente da abertura do
alto-falante. Os machos responderam aos
mesmos, pousando sobre a borda do alto-fa-
lante e pousando sobre a fémea. Aqueles
machos que desceram sobre a fémea, contu-
do, nao tentaram copular com ela.

A curva de resposta dos machos aos sons
de vboo de fémea (450 Hz a 40 dB) esta mos-
irada na figura 3. O pico de resposta ocor-
reu 30 minutos depois de apagada a luz e nun-
ca houve resposta ontes de a luz apagar. O
nimero de machos respondendo ao som di-
minui apés a primeira hora seguinte ao apa-
gar da luz porém aumenta novamente quando
se acende a luz (figura 4). Este padrao bimo-
dal de resposta ao som continuou em escuro
constante com picos de resposta ocorrendo
aproximadamente cada dez horas.

oo |
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As fibrilas na antena do macho de C. quin-
quefasciatus nao mostram a eregao periodica
apresentada pelas espécies de Anopheles
(Charlwood, 1976; Charlwood & Jones, 1979;
Niphout, 1978). Assim, os machos estdo por
todo tempo, fisicamente aptos a perceber o
som de voo da fémea e durante a metade do
periodo escuro quando nenhuma resposta foi
dada, machos podiam ser ouvidos no monitor
levantando voo quando o sinal era emitido.
Tais voéos induzidos eram de uma duragcao mui-
to limitada e estes machos raramente pousa-
vam sobre a borba do alto-falante.

Os enxames de machos de C. gquinquefas-
ciatus ocorrem em Manaus no entardecer e
amanhecer, Os enxames ao entardecer, ocor-
rem em inimeros locais sobre dreas de con-
trastes, usados para localizagdo de enxames
("swarm markes'') (Downes, 1958 e 1969). Os
enxames do amanhecer mostraram menor nu-
mero de individuos, sdo restritos das areas ao

% Que responde
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Fig. 2 — Curva de resposta da freqiiéncia da linhagem Keneba de C. quinquefasciatus sinais de 45 dB a 50 mm oa
fonte de som. dB raiz média quadrada referente & 2. 10-5 N/m2.
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Fig. 3 — Resposta de macho de C. quinquefasciatus, linhagem Keneba, a sinais de 459 Hz em luz apagada.
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Fig. 4 — Resposta de machos a sinais de 450 Hz em escuro constante.

local de repouso dos machos. Durante uma
série de observacdes ao entardecer mas nun-
ca ao amanhecer, mas dentro de um quarto,
préximo ao armazém, onde os machos perma-
neciam em repouso durante a noite, os enxa-
mes foram observados em ambos os periodos.
A atividade do enxame mostrou-se maxima,
com uma mesma atividade luminosa, nos 2 pe-
riodos.

Os fatores como pressdao atmosférica
(Maw, 1962) e umidade também poderiam in-
fluenciar a atividade, e cruzamento foi obser-
vado das 01:00 as 02:00 horas, durante uma
tempestade com descargas elétricas. Enxames
40 entardecer e amanhecer foi também obser-
vado por Nielsen & Nielsen (1962) em um es-
tudo de laboratério do comportamento de vdo
em grupo de C. gquinquefasciatus.

Discussio

Os resultados deste estudo ajudam a ex-
plicar algumas das discrepancias de trabalhos
anteriores sobre o comportamento de acasa-
lamento de C. quinquefasciatus. Eles também
indicam a possivel estratégia adotada para as-
segurar altas taxas de inseminacédo especifica
de espécies na natureza.

Uma indicacao definida foi obtida de que o
comportamento de acasalamento esta sob al-
guma forma de controle circadiano (figura 4)
e dos resultados é antecipado que o acasala-
mento estaria em pico no pdr do sol e no ama-
nhecer. A resposta bimodal ao som pode ser
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interpretada como uma curva de resposta si-
nusoidal possivelmente equivalente a mudan-
cas na excitabilidade central (Brady, 1975).
Durante o claro, a resposta é inibida de ma-
neira que, ao apagar da luz, estd em um pico
e mostra uma diminuicdo gradual. Antes do
amanhecer existe uma gradual elevac@o na
resposta que cessa abruptamente ao clarear.

Sebastian & DeMeillon (1967) em experi-
mentos de acasalamento em pequena gaiola,
notou que, seguindo um pico inicial de acasa-
lamento ao escurecer, os nimeros de fémeas
fertilizadas aumsantou uniformemente pela noi-
te até o amanhecer. Machos nao seriam nor-
malmente encontrados voando em grupo du-
rante a noite mas um periodo quando a ativi-
dade da fémea estda em um pico (Charlwood,
1976). Fatores como condigdes atmosféricas
podem influenciar a atividade dos machos
{Maw, 1962). Eles estdao sempre aptos a res-
ponder as fémeas, como foi concluido ante
aqueles machos que levantaram voo em res-
posta a sinais intermitentes de som de voo,
porém eles somente fizeram vobos de curte
duracdo. Em uma gaiola cheia de fémeas ati-
vas, tais machos estariam sujeito a uma for-
ma de estimulo muito maior e muito provavel-
mente localizariam e acasalariam com estas
fémeas que estariam em efeito de impulso so-
bre eles

Localizacdo da fémea pelos machos so-
mente ocorre em uma curta distdncia; assim
machos voando em grupo somente seriam ca-
pazes de perceber a fémea se ele realmente
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voar para dentro do enxame. Uma vez loca-
lizadas, os machos parecem ser incapazes de
distinguir entre membros de suas préprias es-
pécies e outras. Tais mecanismos discrimi-
natérios como sao dominados por Aedes aegyp-
ti (Nijhout & Craig, 1971) nao seriam necessa-
rios se os machos tivessem probabilidade de
somente encontrar membros femininos de
suas proprias espécies. Assim qualquer pa-
drao de sistema de reconhecimento especifi-
co de espécie depende da escolha da fémea,
uma conclusédo alcangada por Miles (1977) se-
guindo estudos de isoenzimas do complexo C.
pipiens na Australia.

A escolha feminina pode depender de en-
xame dos machos no tempo e local “correto”
e na maneira “correta’”. Qualquer um destes
tatores pode influenciar o comportamento da
{émea e todos eles aguardam pesquisa.

AGRADECIMENTOS

o (R |

A maior parte deste trabalho ocorreu en-
guanto o autor recebia um financiamento do
Medical Research Council da Gra-Bretanha.
Gostaria de agradecer aos Drs. M. D. R. Jo-
nes e M. T. Gilles por suas ajudas e pelo uso
das facilidades do Mosquito Behaviour Pro-
gramme da Universidade de Sussex, durante
o verdo de 1978. As senhoritas C. S. Munck
e S. J. Gubbins deram valiosa ajuda técnica.

SUMMARY

An investigation was conducted into the mating
behaviour of strains of Culex quinquefasciatus Say from
the Gambia, West Africa and Amazonas, Brazil. Using
an infra-red sensitive television system for observation
in the “dark”:; experiments showed that males are
attracted to the flight tone of the female and do not
appear to discriminate between members of their own
and other genera. The response of males to artificial
female flight tones is at a peak in the hour following
light off in an LD12:12 regime and shows a circadian
pattern in constant dark. In the field mating was
observed when the males were actively swarming at
dusk and dawn. It is concluded that mating is dependant
on male activity but that the choice of a species
specific partner is dependant on the female.
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