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RESUMO

Pistas olfativas e rastros quimicos desempenham papéis centrais na comunicagdo sexual de
acaros, mediando o encontro entre parceiros € o reconhecimento do estado reprodutivo das
fémeas. Embora esses mecanismos estejam bem descritos em alguns grupos, ainda sdo pouco
explorados na familia Tenuipalpidae. No presente trabalho investigou-se o comportamento
sexual de Raoiella indica Hirst, espécie de relevancia econdmica associada a mais de 100
espécies vegetais. O comportamento e testes experimentais foram realizados para descrever o
acasalamento e avaliar a atratividade de diferentes sinais quimicos (pistas olfativas e rastros
quimicos) emitidas por fémeas em distintas fases reprodutivas (virgens e acasaladas). Os
resultados mostraram que o comportamento de acasalamento de R. indica apresenta uma
sequéncia estavel composta por quatro etapas: contato exploratorio, posi¢ao pré-copulatoria,
postura genital e copula, com duragdo média de 24 minutos. Verificou-se que machos de R.
indica foram capazes de localizar apenas as pistas olfativas liberados pelas fémeas
teliocrisalidas, ndo respondendo as pistas olfativas emitidos por fémeas adultas virgens e
acasaladas. Adicionalmente, machos de R. indica responderam aos rastros quimicos deixados
por fémeas virgens adultas e ndo demonstraram a mesma resposta comportamental diante de
rastros deixadas por fémeas adultas recém acasaladas. Estes resultados indicam que o
comportamento sexual da espécie segue um padrao bem definido e que a comunicagdo quimica
desempenha papel central na mediacao dessas interagdes, contribuindo para o entendimento das

estratégias reprodutivas adotadas por R. indica.

Palavras-chave: sinais quimicos; reprodu¢do; comportamento; acaro.



ABSTRACT

Olfactory cues and contact chemical trails play central roles in the sexual communication of
mites, mediating partner encounter and recognition of the female reproductive status. Although
these mechanisms are well described in some groups, they remain little explored in the family
Tenuipalpidae. In the present study, the sexual behavior of Raoiella indica Hirst, an
economically relevant species associated with more than 100 plant species, was investigated.
Behavioral observations and experimental tests were conducted to describe mating and to
evaluate the attractiveness of different chemical signals (olfactory cues and contact chemical
trails) emitted by females at different reproductive stages (virgin and mated). Results showed
that the mating behavior of R. indica follows a stable sequence composed of four stages:
exploratory contact, pre-copulatory positioning, genital posture, and copulation, with an
average duration of 24 minutes. Males of R. indica were able to locate only the olfactory cues
released by teleiochrysalis females, showing no response to olfactory cues emitted by virgin
and mated adult females. Additionally, males responded to contact chemical trails left by virgin
adult females but did not show the same behavioral response to trails left by recently mated
adult females. These findings indicate that the sexual behavior of this species follows a well-
defined pattern and that chemical communication plays a central role in mediating these
interactions, contributing to the understanding of the reproductive strategies adopted by R.
indica.

Keywords: chemical cues; reproduction; behavior; mite.
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1. INTRODUCAO

O comportamento sexual dos animais ¢ caracterizado por um conjunto de interagdes
cujo objetivo € maximizar o sucesso reprodutivo (Overmeer, 1972; Birkhead; Atkin; Mgller,
1987; Anholt et al., 2020). Em muitas espécies, essas interagdes envolvem uma complexa troca
de sinais, estimulos sensoriais e estratégias comportamentais que se manifestam antes, durante
e apoOs a copula (Robinson, 1982; Knop, 1985; Ayasse; Paxton; Tengo, 2001; Tierno de
Figueroa; Luzdn-Ortega; Lopez-Rodriguez, 2019; Anholt et al., 2020). As fémeas tendem a ser
0 sexo mais seletivo na escolha do parceiro para a copula (Bateman, 1948), no entanto, os
critérios adotados pelas fémeas podem variar consideravelmente entre as espécies (Cothran,
2008; Maklakov; Arnqvist, 2009).

Em artropodes, a escolha da fémea pode estar associada ao tamanho dos machos (Shuker
et al., 2002) ou a sua simetria corporal (Garga; Proctor; Belczewski, 1997; Beck; Pruett, 2002).
Em algumas espécies que dependem da comunicagdo quimica para localizar seus parceiros
sexuais, fémeas imaturas emitem sinais quimicos, geralmente compostos volateis, que orientam
os machos até sua localizagdao. Durante essa busca, podem ocorrer disputas entre machos pelo
acesso a fémea, resultando na guarda pré-copulatoria por um individuo dominante (Goshima;
Kawashima; Wada, 1998; Okamura; Goshima, 2010; Oku ef al., 2015; Oku, 2016). A evolugdo
desse tipo de escolha indireta pode ocorrer quando as fémeas estdo impedidas de selecionar
diretamente seus parceiros, seja em razao de seu estagio de desenvolvimento ou em fung¢ao do
comportamento competitivo dos machos (Wiley; Poston, 1996).

Em A4caros, pistas olfativas e rastros quimicos deixados durante a locomocao
desempenham papéis cruciais na mediacao de encontros sexuais € no reconhecimento do estado
reprodutivo das fémeas (Potter; Wrensch; Johnston, 1976; Sonenshine, 1986; Akyazi; Altung,
2018). O comportamento sexual de Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) ¢ um dos
mais bem estudados. Nessa espécie, os machos guardam as deutoninfas quiescentes das fémeas
pouco antes da emergéncia e da maturacao sexual (Potter; Wrensch; Johnston, 1976; Satoh;
Yano; Takafuji, 2001), pois apenas a primeira inseminagdo resulta em fertilizacdo (Potter;
Wrensch, 1978). Esse comportamento parece aumentar a atratividade das fémeas, pois foi
verificado que aquelas recém-guardadas atraem mais machos do que fémeas solitarias (ndo
guardadas) (Oku et al., 2015). Quando mais de um macho ¢ atraido por uma mesma fémea, a
competicao entre machos acaba acontecendo (Potter; Wrensch; Johnston, 1976; Enders, 1993).
Dessa forma, fémeas guardadas atraem machos extras e escolhem seu parceiro indiretamente

por meio da disputa entre machos (Oku, 2009). Posteriormente, foi evidenciado que essa atragao
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de machos adicionais se deve a diferencas no “blend” de volateis liberados por fémeas recém
guardadas e solitarias (Oku, 2009; Oku; Shimoda, 2013).

Apesar dos avangos no estudo do comportamento sexual em alguns grupos de acaros,
pouco se sabe sobre as estratégias reprodutivas adotadas por espécies da familia Tenuipalpidae
(Manglitz; Cory, 1953; Haramoto, 1966; Gerson, 2008). Esse grupo ¢ considerado um dos mais
importantes entre os acaros fitéfagos (Rodrigues et al., 2003; Childers; French; Rodrigues,
2003; Childers; Rodrigues; Welbourn, 2003). Diversas espécies de tenuipalpideos sao
reconhecidas como fitéfagos de importancia econdmica, especialmente sob condigdes de alta
densidade populacional, afetando diferentes culturas agricolas ao redor do mundo (Rodrigues
et al., 2003; Gerson, 2008). Dentro dessa familia, a espécie que mais se destacou nos ultimos
anos foi Raoiella indica Hirst (Hirst, 1924; Melo ef al., 2018), um écaro fitofago recentemente
introduzido no Brasil, com relevincia econdmica, e associado a mais de 100 espécies vegetais
(Navia et al., 2015; Gomez-Moya et al., 2017; Barros et al., 2020). Apesar de existirem
registros relacionados ao comportamento de guarda de fémeas teliocrisalidas (Navia et al.,
2015), at¢ o momento ndo ha uma descri¢cao detalhada do comportamento de acasalamento
dessa espécie, tampouco investigagcdes experimentais sobre o uso de sinais quimicos na atra¢ao
de parceiros.

Portanto, esta dissertacdo teve como objetivo geral investigar os mecanismos de
comunicacao sexual em R. indica, com énfase na descricdo do comportamento de acasalamento,
na identificacdo dos sinais quimicos utilizados pelos machos para localizar as fémeas e na
influéncia do estado reprodutivo feminino sobre sua atratividade. Especificamente, buscou-se:
(1) descrever o comportamento de acasalamento; (i1) avaliar se os machos utilizam pistas
olfativas ou rastros quimicos para localizar fémeas; (iii) testar se fémeas virgens e acasaladas
diferem em atratividade; e (iv) verificar se machos copulam com fémeas recém acasaladas (24

horas).

2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Introdugao a selegdo sexual

A selegdo sexual ¢ um mecanismo evolutivo pelo qual diversas espécies desenvolvem
caracteristicas secundarias para atrair parceiros sexuais. Esse processo pode aumentar o sucesso
reprodutivo dos individuos, mesmo que isso possa, ou ndo, representar um risco para sua
sobrevivéncia. Neste sentido, Darwin (1871) considerou dois tipos de selecdo em seus
trabalhos: o conflito entre membros de um mesmo sexo (seleg¢do intrassexual) e a atragdo entre

membros de sexos opostos (selecdo intersexual). No entanto, uma terceira categoria foi
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identificada: o conflito de interesse entre os sexos (conflito intersexual) (Arnqvist; Rowe, 1995;

Walter et al., 2013; Chapman et al., 2003; Hosken et al., 2019).
2.1.1. Selecao Intrassexual

A competicdo entre machos pelo acesso aos oOvulos das fémeas levou ao
desenvolvimento de estruturas morfoldgicas especializadas, tornando-os cada vez mais
agressivos a medida que atingem a maturidade sexual (Andersson, 1994). Embora o
desenvolvimento dessas estruturas seja facilmente observado e frequentemente associado a essa
fungdo, o comportamento também deve ser considerado quando se trata de caracteristicas
secundarias (Walter et al., 2013; Clutton-Brock, 2009). Esse fendmeno pode ser observado

tanto em acaros quanto em outros grupos com sexos separados (Walter et al., 2013).
2.1.1.1. Guarda de parceiros

A guarda de parceiros ¢ diferente entre os artropodes. Uma das principais diferencas
entre acaros e insetos, por exemplo, ¢ que o sequestro da fémea apds a inseminagdo ¢ bastante
comum nos insetos (Alcock, 1994; Walter et al., 2013), mas raro nos acaros (Walter et al.,
2013). Walter e Proctor (1999) sugeriram que isso talvez ocorresse porque a maioria das fémeas
de acaros se torna nao receptiva apos o acasalamento (Satoh; Yano; Takafuji, 2001; Fashing,
2008) e que, possivelmente, o custo para o0 macho sequestrar essa fémea seria maior do que
buscar outras parceiras. Entretanto, a guarda pré-copulatéria pode ser facilmente observada em
muitos grupos de acaros com transferéncia direta de esperma (Yasui, 1988; Evans, 1992; De
Moraes; De Campos; Flechtmann, 2024).

A guarda pré-copulatdria ocorre geralmente quando o macho se posiciona atrds de uma
fémea quiescente (fémea em estado de repouso, geralmente antes da muda ou da maturagao
sexual), (Parker, 1970; Potter; Wrensch, 1978; Walter et al., 2013). Em alguns grupos de acaros,
¢ possivel encontrar diferentes modificagdes morfologicas que permitem uma protecdo mais
eficiente. No grupo dos Astigmatas, por exemplo, os machos possuem ventosas nas pernas ou
proximas a abertura anal para segurar suas parceiras. Além disso, as fémeas apresentam
estruturas que auxiliam os machos nesse comportamento, como tubérculos, discos ou lobos,
que servem como pontos de fixacdo (Evans, 1992; Witalinski; Dabert; Walzl, 1992). J4 na
ordem Prostigmata, especificamente na familia Tarsonemidae, os machos utilizam o quarto par
de pernas modificado e uma estrutura semelhante a uma ventosa, chamada capsula genital, para

segurar a fémea quiescente (Evans, 1992; Garga; Proctor; Belczewski, 1997). Os machos
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também empregam essas pernas modificadas para combater outros individuos pela posse da
fémea (Garga; Proctor; Belczewski, 1997). Eles podem carregar uma fémea quiescente presa
por até 24 horas antes de sua emergéncia até a fase adulta. O acasalamento dura alguns minutos
e, apos sua conclusao, o casal se separa (Evans, 1992). Esse mesmo comportamento pode ser
observado em outros grupos, como os membros da superfamilia Tetranychoidea (Mendonga;

Navia; Flechtmann, 2005; Oku, 2014).
2.1.1.2. Competicao Espermatica

A competicdo espermatica foi descrita pela primeira vez por Parker (1970). Em seu
estudo inicial, o autor enfatizou que a selecdo sexual continuava apds a copula e que os
comportamentos ¢ modificagdes adaptativas nos artropodes eram decorrentes dessa selecdo,
como, por exemplo, a guarda pré-copulatéria, os componentes do fluido seminal que
influenciam a reproducdo feminina e as estratégias ideais de ejaculagao.

Para alguns grupos de artropodes, ser o primeiro a copular com a fémea ¢ fundamental,
pois elas exibem preferéncia pelo esperma do primeiro macho. Ou seja, o primeiro macho que
copular com a fémea fertilizara a maioria de seus ovos, especialmente se nao houver
interrupgdes (Potter; Wrensch, 1978; Oku, 2014). Kaster e Jakob (1997) analisaram, em seus
estudos, como ocorre a determinagdo dos padrdes de prioridade de fertilizagdo em aranhas. Eles
observaram que a diferenca entre o sistema reprodutivo interno da fémea e o caminho
percorrido pelos espermatozoides ¢ fundamental nessa definicdo. De maneira semelhante, nos
acaros tetraniquideos, os espermatozoides, apos a coleta do espermatoforo pela fémea, sdo
armazenados na espermateca, onde permanecem vidveis até a fecundagdo dos ovos (Feiertag-
Koppen; Pijnacker, 1985). Na espécie 7. urticae, ¢ mais provavel que o esperma do primeiro
acasalamento seja o primeiro a ser utilizado na fertiliza¢do, conferindo-lhe vantagem sobre o
esperma proveniente de copulas subsequentes e favorecendo a fertilizagdo inicial (Walter et al.,
2013).

Ao contrario do padrao observado em espécies onde o primeiro acasalamento garante
maior sucesso reprodutivo, ha grupos de acaros em que o segundo acasalamento prevalece.
Experimentos de acasalamento duplo com machos de carrapatos (Ixodes dammini Spielman,
1979) (Acari: Ixodidae) revelaram que o segundo macho fertilizou a maioria dos 6vulos (Yuval;
Spielman, 1990). Os autores sugeriram que a sondagem prolongada da abertura genital da
fémea pelo macho pode permitir a remog¢ao do ejaculado do parceiro anterior, de modo que, ao
introduzir seu proprio espermatdforo, haja uma quantidade reduzida de esperma competidor.

Outro grupo que apresentou preferéncia pelo Gltimo acasalamento foi observado por Radwan
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(1991). O autor constatou que o intervalo entre os acasalamentos influencia a taxa de
fertilizagdo na espécie de astigmata Sancassania berlesei (Michael, 1903) (Acari: Acaridae).
Quando os acasalamentos ocorreram em sequéncia, o segundo macho fertilizou 86% dos
6vulos. A medida que o intervalo entre as copulas aumentava, a porcentagem de fertilizagio
pelo segundo macho diminuia (apés 2 horas, 71% de fertilizagdo; apds 6 horas, 56% de
fertilizagdo). Portanto, a variagdo entre os grupos de 4dcaros na competicao espermatica ocorre
de maneiras distintas, podendo favorecer tanto o primeiro quanto o ultimo parceiro, dependendo

das condigdes reprodutivas e do comportamento da espécie.
2.1.2. Selecao Intersexual

Apesar de Darwin (1871) ter iniciado os estudos sobre a selecdo sexual e descrito seus
diferentes tipos, muitos bidlogos do século XIX e inicio do século XX, como Alfred Russel
Wallace, duvidavam que as fémeas pudessem fazer escolhas ativas baseadas na estética. Foi
apenas a partir da década de 1980 que os cientistas comegaram a investigar o papel da escolha
feminina na evolucdo das caracteristicas sexuais secundarias dos machos (Darwin, 1871;

Andersson, 1994; Do Carmo; Martins, 2006; Walter et al., 2013).
2.1.2.1. Comunicagao Quimica

A comunicagdo quimica ¢ amplamente utilizada por artropodes, especialmente insetos
e acaros, para a atracdo de parceiros, sinalizagdo de receptividade e até manipulacdo de
comportamentos. Esse tipo de comunicacao auxilia tanto machos quanto fémeas na escolha de
parceiros que atendam aos seus critérios (Cone ef al., 1971; Birch; Haynes, 1982; Rantala et
al., 2002).

Entre os tipos de sinais quimicos, os feromOnios sexuais sd3o os mais estudados em
artropodes. Esses feromonios sao substancias quimicas que influenciam o comportamento dos
parceiros durante o periodo de acasalamento (Birch; Haynes, 1982; Rantala ef al., 2002). Essas
substancias sdo compostas majoritariamente por terpenoides, monoterpeno oxigenado e
derivados de citral, os quais foram encontrados em dcaros astigmatas (Kuwahara; Matsumoto;
Wada, 1980; Leal; Kuwahara; Suzuki, 1989; Leal ef al., 1989; Kuwahara, 2004), além de
ésteres de acidos graxos, identificados na espécie Varroa destructor Anderson e Trueman, 2000
(Acari: Mesostigmata) (Ziegelmann et al., 2013a; Ziegelmann et al., 2013b). A composi¢ao

quimica dos volateis emitidos por acaros prostigmatas ainda ¢ desconhecida, embora sua
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existéncia ja tenha sido sugerida por alguns autores (Cone et al., 1971; Royalty; Phelan; Hall,
1992; 1993; Rodrigues et al., 2017).

Estudos mais recentes sugerem que fémeas que atingiram ou estdo prestes a atingir a
maturidade sexual, ou seja, que se encontram na fase de teliocrisalida ou sao adultas recém-
emergidas com plena capacidade reprodutiva liberam feromdnios para atrair potenciais
parceiros, estimulando a competicdo entre eles. Assim, o competidor bem-sucedido tera maior
chance de copular com a fémea (Oku, 2010; 2014; Rodrigues ef al., 2017).

Oku (2010) investigou se os machos da espécie 7. urticae seriam capazes de distinguir
o estado de acasalamento das fémeas, ou seja, se eram virgens ou acasaladas, por meio do
contato direto entre fémeas e machos. Os resultados revelaram que 72,5% dos machos
escolheram as fémeas virgens, sugerindo que elas sejam mais atrativas. De forma semelhante,
Rodrigues et al. (2017) observaram que os machos também sdo capazes de localizar fémeas
virgens de 7. urticae, mesmo sem contato direto com elas.

Outra forma de comunicacdo quimica ocorre por meio dos rastros deixados pelos
individuos, os quais podem ser constituidos por teias, excretas e/ou exuvias (Penman; Cone,
1972; Rodrigues et al., 2017). Rodrigues et al. (2017) demonstraram esse mecanismo ao
deixarem fémeas virgens de 7. urticae por 24 horas em unidades experimentais formadas por
folhas de feijdo recortadas em formato de haltere. Os autores observaram que os machos

permaneciam por mais tempo no lado onde haviam sido deixados os rastros das fémeas virgens.
2.1.2.2. Escolha Feminina

As primeiras tentativas dos pesquisadores para compreender melhor a escolha da fémea
na selecao sexual utilizaram taxons em que os machos apresentavam um fendtipo ornamentado,
emitiam sons altos ou apresentavam um melhor condicionamento fisico (Ryan; Keddy-Hector,
1992; Walter et al., 2013). Esse fendmeno foi relatado em animais que cortejavam visualmente,
como aves, peixes, aranhas e muitos insetos (Cothran, 2008; Walter et al., 2013).

Esse tipo de escolha pode ser chamado de escolha “ativa” ou “direta”, caracterizada pela
sele¢dao do parceiro com base na discriminagao visual da fémea (Darwin, 1871; Cothran, 2008;
Maklakov; Arnqvist, 2009; Walter et al., 2013). Atualmente, existem poucos estudos que
apoiam a ocorréncia de escolha direta em Acari, justamente porque esses organismos possuem
visdo limitada (Walter et al., 2013).

Apdés o acasalamento, acredita-se que muitas fémeas conseguem manipular
internamente o ejaculado dos machos, favorecendo a op¢do mais vantajosa de acordo com seus

critérios (Eberhard, 1985, 1996; Walter et al., 2013). Esse processo pode ser caracterizado como
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2 6

escolha “indireta”, “passiva” ou “criptica” (Wiley; Poston, 1996; Kirkpatrick; Barton, 1997;
Eberhard, 2015; Kelly, 2018).

Apesar dos esforgos do pesquisador Eberhard (1985, 1996) em apresentar evidéncias
desse fenomeno em diversos animais, ainda ha poucos estudos que confirmem que as fémeas

de 4caros selecionam o esperma que lhes proporciona maior vantagem (Walter et al., 2013).
2.1.3. Conflito Intersexual

O conflito sexual entre machos e fémeas est4, basicamente, relacionado a divergéncia
de interesses reprodutivos (Walter ef al., 2013). Em determinado momento do ciclo de vida, a
reproducdo pode ser vantajosa para um dos sexos e ndo para o outro (Hosken et al., 2019).

O trabalho de Hosken, Archer e Mank (2019) destaca que essa relagdo entre machos e
fémeas ¢ assimétrica, mas que tal condicdo ¢ comum nos sistemas bioldgicos. Um exemplo
dessa assimetria envolve o investimento parental (sendo as fémeas, geralmente, as que mais
investem em cada filhote), a certeza de paternidade (nem sempre garantida para os machos) e a
disponibilidade de gametas (6vulos sdo mais escassos que espermatozoides) (Hosken; Archer;
Mank, 2019). Nesse processo, tanto machos quanto fémeas desenvolvem comportamentos e
adaptagdes morfologicas com o objetivo de alcangar o sucesso reprodutivo. Esse conflito &
considerado, por alguns autores, uma verdadeira corrida armamentista sexual, sendo apontado
como uma forca motriz na evolucdo da diversidade biologica (Parker; Partridge, 1998;
Arnqvist; Rowe, 2005; Walter et al., 2013).

Dentre as varias hipdteses relacionadas ao conflito sexual, uma delas propde que as
fémeas podem ser induzidas a acasalar mesmo quando isso ndo ¢ do seu interesse reprodutivo
(Walter et al., 2013). Fowler e Partridge (1989) observaram que machos da espécie Drosophila
melanogaster Meigen, 1826 (Diptera: Drosophilidae) podem induzir as fémeas a copularem
repetidamente, em uma frequéncia que reduz sua longevidade. Um exemplo semelhante foi
apresentado por Oku (2010), ao demonstrar que a producdo de ovos por fémeas acasaladas de
T. urticae foi reduzida na presenca de machos, mas nao na presenca de outras fémeas. O autor
sugeriu que a presenca dos machos gerou estresse nas fémeas, resultando em um maior custo

para o sucesso reprodutivo.

2.2. Raoiella indica Hirst, 1924 (Acari: Tenuipalpidae)
O 4caro Raoiella indica Hirst, 1924 popularmente conhecido como Acaro-Vermelho-

das-Palmeiras, ¢ um acaro fitofago pertencente a familia Tenuipalpidae, associado
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principalmente a plantas da familia Arecaceae (Hirst, 1924; Carrillo et al., 2012; Navia et al.,
2015). A espécie se destaca por seu comportamento invasivo e elevada capacidade de dispersao
(Navia et al., 2015; De Azevedo et al., 2022). Seu primeiro registro ocorreu em foliolos de
Cocos nucifera L. (coqueiro), no sul da India (Hirst, 1924), considerada sua regido de origem
(Navia et al., 2015). Em 2009, foi registrado o primeiro relato de R. indica no Brasil, no estado
de Roraima (Navia et al., 2011; Navia et al., 2015). Atualmente, R. indica encontra-se
amplamente disseminado e possivelmente presente em todos os estados brasileiros (Amaro et
al.,2021a). O clima tropical, a escassez inicial de inimigos naturais e a diversidade de espécies
botanicas tém sido apontados como os principais fatores que favoreceram o estabelecimento do

R. indica no Brasil (Gondim Jr et al., 2012; Navia et al., 2015, 2016).
2.2.1. Comportamento Sexual e Reproducao

Na superfamilia Tetranychoidea, a qual a espécie R. indica pertence, ¢ comum que 0s
machos, apds atingirem a fase adulta, passem a procurar ativamente por fémeas receptivas
(Hoy; Pena; Nguyen, 2007). Acredita-se que feromodnios sexuais possam estar envolvidos nesse
processo de localizacdo (Hoy; Pefia; Nguyen, 2007). Quando um macho encontra uma fémea
na fase de teliocrisalida, que corresponde ao estagio final de desenvolvimento imaturo
imediatamente anterior a emergéncia adulta, ele se posiciona proximo a ela e pode permanecer
nesse local por até dois dias, aguardando a emergéncia (Hoy; Pefia; Nguyen, 2007; Kane ef al.,
2012; Navia et al., 2015). Apds esse periodo, o macho posiciona-se sob a fémea e curva a parte
posterior do corpo para cima e para frente, iniciando a coépula (Kane et al., 2012). Para a espécie
R. indica, os individuos permanecem na postura de acasalamento por aproximadamente 16
minutos (Nageshachandra; Channabasavanna, 1984; Hoy; Pena; Nguyen, 2007). Esse
comportamento ¢ conhecido como guarda pré-copulatoria (Evans, 1992) e pode ser facilmente
observado nos foliolos, sendo uma caracteristica util para a identificagcdo da espécie R. indica
em campo (Navia et al., 2015; Teodoro et al., 2016). Embora existam relatos sobre esse
comportamento, os autores ndo fornecem detalhes sobre a sequéncia comportamental completa
que culmina no acasalamento da espécie, tampouco mencionam o numero de individuos
observados. Essas informagdes sdo fundamentais para o aprofundamento do conhecimento
sobre o comportamento sexual da espécie.

Raoiella indica Hirst, 1924, apresenta reproducdo sexuada e assexuada (Navia et al.,
2015). Os ovos fecundados originam majoritariamente fémeas, enquanto os nao fecundados
produzem exclusivamente machos, caracterizando a partenogénese arrenotoca (Navia et al.,

2015). Essa estratégia reprodutiva contribui para o aumento da propor¢cao de machos em
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populacdes isoladas, facilitando o acasalamento em condic¢des de baixa densidade populacional,
e, consequentemente, o crescimento populacional, o que favorece a colonizacao de novas areas

por essa espécie (Walter et al., 2013; Navia et al., 2015).
2.2.2. Impacto e Importancia

Além de estabelecer-se rapidamente no continente americano, R. indica ampliou
significativamente sua gama de hospedeiros (Navia ef al., 2015). Antes de sua introdug@o nas
Américas, em 2004, eram conhecidas menos de dez plantas hospedeiras do R. indica, sendo o
coqueiro (C. nucifera) e a tamareira (P. dactylifera L.) seus principais hospedeiros (Hirst, 1924;
Navia et al., 2015).

Além das palmeiras, plantas das familias Musaceae, Heliconiaceae, Strelitziaceae,
Zingiberaceae, Pandanaceae e Cannaceae também sdo consideradas hospedeiras desse 4caro
(Navia et al., 2015). Atualmente, mais de 100 espécies botanicas ja foram registradas como
hospedeiras de R. indica (Gémez-Moya et al., 2017; Souza; Lyra-Lemos; Guzzo, 2020).

Apesar de apresentar uma ampla gama de hospedeiros, R. indica é mais frequentemente
registrada em plantas de interesse economico (Morais; Navia; Gondim Junior, 2011; Rodrigues;
Irish, 2012; Otero-Colina et al., 2016; Amaro et al., 2021b). A espécie R. indica alimenta-se do
conteudo celular presente nos estomatos de suas plantas hospedeiras (Ochoa et al., 2011;
Dowling et al., 2012; Kane et al., 2012), causando, em casos de altas infestacdes, o
amarelecimento das folhas, seguido de necrose dos tecidos. Plantas jovens podem ter o
crescimento comprometido ou até mesmo morrer em decorréncia do aumento populacional
desse fitéfago (Navia et al., 2015; Teodoro et al., 2016; Amaro et al., 2021Db).

Além do impacto econdmico, as altas infestacdes de R. indica podem alterar a
acarofauna local (Barros et al., 2020). Barros et al. (2020) observaram que o estabelecimento
do R. indica reduziu a riqueza de familias e espécies da acarofauna associada ao coqueiro. Os
autores também relataram um aumento na abundancia de individuos, destacando que, entre os
acaros predadores, a familia Phytoseiidae foi a mais representativa, estando associada a

flutuagao populacional de R. indica.

3. OBJETIVOS
3.1. Geral

A investigacdo dos mecanismos de comunicagdo sexual na espécie Raoiella indica Hirst

(Acari: Tenuipalpidae).



18

3.2. Especificos

e Descrever o comportamento de acasalamento de R. indica,

e Verificar se os machos utilizam pistas quimicas, como volateis e rastros, para localizar
as fémeas;

e Avaliar se ha diferenga na atratividade entre fémeas virgens e fémeas recém acasaladas;

e Investigar se os machos sdo capazes de copular com fémeas recém acasaladas (24

horas).
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5. ARTIGO 1

Resumo

A espécie Raoiella indica Hirst (Acari: Tenuipalpidae), recentemente introduzida no
Brasil, ¢ um acaro fitofago associado a mais de 100 espécies vegetais. Apesar da importancia
econdmica, aspectos basicos de sua biologia reprodutiva permanecem pouco conhecidos. Este
trabalho teve como objetivo investigar os mecanismos de comunicagao sexual em R. indica,
com énfase na descri¢do do comportamento de acasalamento, na avaliagdo das pistas utilizadas
pelos machos para localizar as fémeas e na analise da influéncia do estado reprodutivo feminino
(virgens ou acasaladas) sobre sua atratividade. Para isso, foram conduzidas observacdes
comportamentais com o objetivo de descrever, em até quatro horas, a sequéncia completa do
acasalamento, além de experimentos para avaliar a atratividade de diferentes sinais quimicos
(pistas olfativas e rastros quimicos) deixadas por fémeas em distintas fases reprodutivas. Os
resultados mostraram que o comportamento de acasalamento de R. indica apresenta uma
sequéncia estavel composta por quatro etapas: contato exploratorio, posi¢ao pré-copulatoria,
posicao genital e copula, com duragao média de 24 minutos. Verificou-se que 80% dos machos
localizaram fémeas teliocrisalidas por meio de pistas olfativas, enquanto aproximadamente
70% localizaram rastros quimicos de fémeas adultas virgens. Os resultados indicam que o
comportamento sexual da espécie segue um padrao bem definido e que a comunicagdo quimica
desempenha papel central na mediacao dessas interagdes, contribuindo para o entendimento das
estratégias reprodutivas adotadas por R. indica.

Introducio

O comportamento reprodutivo ¢ um dos principais determinantes da dinadmica
populacional, da distribui¢do geografica e das interacdes ecoldgicas entre espécies (Anholt et
al. 2020; Xu et al. 2023). Entre artropodes, especialmente em grupos com comunicagao visual
e auditiva limitada, como os dcaros, estratégias de acasalamento especificas evoluiram sob forte
influéncia da selegdo sexual. Tais estratégias incluem a localizagdo eficiente de parceiros,
reconhecimento do estado reprodutivo dos individuos € comportamentos como a guarda pré-
copulatéria (Cone ef al. 1971a; Rasmy and Hussei 1994; Oku et al. 2005; Oku 2010). Um dos
mecanismos mais amplamente utilizados nesse contexto ¢ a comunicacao quimica, por meio da
liberacdo de feromodnios sexuais ou do depdsito de pistas quimicas no substrato (Rasmy and
Hussei 1994; Oku et al. 2005; Oku et al. 2015), que ndo apenas facilitam o encontro entre os
sexos, mas também otimizam o investimento reprodutivo dos machos ao direciona-los
preferencialmente a fémeas virgens ou receptivas.

Em diversas espécies de 4caros, fémeas imaturas na fase quiescente liberam compostos
volateis que orientam os machos na localizagdo de parceiras. Esse processo pode desencadear
disputas entre machos pela copula, culminando no estabelecimento de guarda pré-copulatoéria,
um comportamento no qual o macho permanece ao lado ou sobre a fémea até que ela atinja a
maturidade sexual (Goshima et al. 1998; Oku et al. 2015; Oku 2016). A guarda pré-copulatoria
¢ considerada uma estratégia adaptativa para maximizar o sucesso da paternidade,
especialmente em sistemas reprodutivos nos quais a fémea ¢ receptiva por um curto periodo ou
quando o primeiro macho a copular possui vantagem na competi¢ao espermatica (Ridley 1983;
Yasui 1988). Esse tipo de comportamento ¢ bem documentado em espécies das familias
Tetranychidae e Tenuipalpidae (Manglitz and Cory 1953; Haramoto 1966; Cone et al. 1971b;
Penman and Cone 1972; Potter et al. 1976; Hoy et al. 2007)

A familia Tenuipalpidae compreende espécies fitofagas de importancia econdmica, cuja
reproducdo se da predominantemente por arrenotoquia, sistema em que fémeas virgens
originam apenas machos, enquanto fémeas acasaladas produzem ambos os sexos (Gerson
2008). Apesar da relevancia agricola de diversas espécies desse grupo, o comportamento de
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acasalamento dos Tenuipalpidae ainda é pouco conhecido na literatura, o que limita a
compreensdo de suas estratégias reprodutivas e do potencial uso de ferramentas de controle
comportamental.

Raoiella indica Hirst (Acari: Tenuipalpidae) ¢ um exemplo de modelo bioldgico dentro
desse contexto de escassez de informagdes sobre o comportamento de acasalamento na familia.
R. indica ¢é espécie invasora de distribui¢cdo crescente nas Américas que tem causado prejuizos
significativos em palmeiras, bananeiras e heliconias, com impactos econdmicos expressivos
(Melo et al. 2018; Barros et al. 2020). Estudos anteriores sugerem que machos de R. indica
localizam fémeas imaturas em fase quiescente e permanecem proximos a elas por até dois dias,
aguardando a ecdise para realizar a copula (Hoy et al. 2007). No entanto, até 0 momento, nao
ha detalhadas das fases do comportamento reprodutivo, bem como do papel da comunicagio
quimica nesse processo. Diante disso, o presente estudo ¢ a primeira descri¢do abrangente do
comportamento de acasalamento de R. indica, caracterizando a duracdo e sequéncia de suas
principais fases, os estimulos envolvidos na atragao dos machos e os padroes comportamentais
associados a discriminacao do status reprodutivo das fémeas. Os resultados do presente estudo
fornecem novas perspectivas para o estudo da comunica¢ido quimica e estratégias reprodutivas
em Tenuipalpidae.

Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Acarologia da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), em condigdes controladas de 27 + 1 °C, 75 £ 10% de umidade
relativa e fotofase de 12 horas. Individuos de R. indica foram obtidos a partir de foliolos de
coqueiro (Cocos nucifera L.) naturalmente infestados, localizados no campus da UFPE. Para a
obtencdo de machos e fémeas virgens, foram coletados individuos no estagio de protoninfa,
quando o dimorfismo sexual ja pode ser identificado, garantindo a separacdo dos sexos antes
da maturacdo. Apos a coleta, cada individuo foi mantido isolado até atingir a fase experimental
desejada. Fémeas acasaladas foram obtidas a partir de casais coletados em campo, nos quais 0s
machos estavam em guarda de fémeas teliocrisalidas; essas fémeas foram consideradas
acasaladas ap6s 48 horas de isolamento, quando os casais se separaram.

Os 4caros foram mantidos em arenas de confinamento constituidas por placas de Petri
(9 cm de diametro) contendo um disco de espuma de polietileno (8 cm de didmetro x 1 cm de
espessura) umedecido com dgua destilada, sobre o qual foi colocado um disco de papel filtro (7
cm de diametro) e, em seguida, um fragmento de foliolo de coqueiro (aproximadamente 5 x 2
cm). As bordas do foliolo foram cobertas com algoddo hidrofilico umedecido para impedir a
fuga dos individuos.

Trés condigdes de fémeas foram utilizadas nos tratamentos: teliocrisalidas (estagio final
do desenvolvimento que antecede o adulto), adultas virgens e adultas acasaladas. As fémeas
virgens foram obtidas a partir da individualizacdo de teliocrisalidas, que permaneceram isoladas
até a emergéncia, garantindo a auséncia de copula. As fémeas acasaladas foram obtidas a partir
do pareamento de teliocrisalidas com machos virgens, mantidos juntos até a ocorréncia da
copula, sendo consideradas acasaladas apds 48 horas da separacdo dos casais. Em todos os
tratamentos, foram utilizados machos virgens com aproximadamente um dia de idade.
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Fig 1. Arena de confinamento composta por fragmento de foliolo de C. nucifera utilizada para
manter individuos de R. indica.

Comportamento de acasalamento

Uma fémea virgem, com um dia apds a ecdise, foi transferida para a unidade
experimental com o auxilio de um pincel. Em seguida, introduziu-se um macho adulto virgem,
também com um dia de idade. Os casais foram observados por até quatro horas em microscopio
estereoscopico binocular, € o comportamento de acasalamento foi descrito em quatro etapas
distintas: contato exploratério, posicao pré-copulatdria, posicao genital e copula.

A etapa do contato exploratorio foi caracterizada quando os machos se aproximavam
das fémeas tocando os primeiros pares de pernas nos ultimos pares de pernas delas.
Simultaneamente, as fémeas elevavam o opistossoma € movimentavam os ultimos pares de
pernas. A segunda etapa, denominada posi¢do pré-copulatoria, correspondia a0 momento em
que os machos se posicionavam atrds da fémea, assumindo a postura de guarda, enquanto esta
permanecia imovel. A etapa seguinte, posi¢do genital, ocorria quando os machos dobravam o
opistossoma e elevavam o edeago em direcdo a abertura genital feminina, sendo que a fémea
permanecia imével. Por fim, a etapa da copula foi definida pelo momento em que o macho
inseria o edeago na abertura genital da fémea, tocando simultaneamente os Ultimos pares de
pernas dela com seus primeiros pares de pernas; durante todo o processo, a fémea mantinha-se
imovel.

Para a andlise do comportamento de acasalamento foram realizadas 38 repeti¢des, das
quais 23 foram consideradas validas para as analises. As repeti¢des descartadas corresponderam
a casos em que nao houve interagdo entre macho e fémea dentro do periodo de observagao,
ocasido em que tanto a unidade experimental quanto o casal foram eliminados. Cada unidade
experimental correspondeu a uma repeti¢do e foi composta por uma arena semelhante a descrita
no topico “Obtengdo de R. indica”, mas com o foliolo recortado em formato quadrado, medindo
2 x 2 cm. Nas 23 repeti¢gdes validas foram avaliadas a laténcia para o inicio do acasalamento
(tempo entre a introducao do macho e o inicio do comportamento), a duragdo de cada etapa da
sequéncia comportamental e o nimero de machos que progrediram em cada fase do
acasalamento.

Atracdo de machos por pistas olfativas liberados por fémeas
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Para verificar a auséncia de direcionalidade no arranjo experimental, foi realizado um
teste em branco, no qual pistas olfativas de 20 fémeas teliocrisalidas de R. indica foram
oferecidas em ambos os lados da arena. Nesse teste, dez repeticdes foram conduzidas.

A unidade experimental foi composta por duas tampas plasticas de tubos de ensaio (1
cm de diametro x 1 cm de altura), cada uma contendo um fragmento circular de foliolo de
coqueiro (C. nucifera) com 0,7 cm de diametro. Os fragmentos foram posicionados no centro
das tampas, circundados por algodao hidrofilico umedecido com agua destilada para evitar a
fuga dos acaros. Sobre essas tampas, dispds-se um fragmento retangular de foliolo (2,5 cm X
1,5 cm) contendo duas aberturas recobertas por tecido voile, de modo a formar uma estrutura
semelhante a uma gaiola (Fig. 2a,b).

Nos tratamentos experimentais, vinte fémeas em diferentes condigdes reprodutivas
(teliocrisalidas, adultas virgens ou adultas acasaladas) foram introduzidas em uma das gaiolas,
enquanto a outra permaneceu vazia. Machos virgens recém-emergidos foram liberados no
centro do fragmento retangular, e suas respostas foram observadas por 10 minutos. Considerou-
se como escolha 0 momento em que o macho se aproximava a menos de 0,5 cm da abertura da
gaiola. O tempo de permanéncia nessa regidao também foi registrado.

Entre 20 e 25 repetigdes para cada tratamento, sendo cada macho considerado como
uma repeticdo independente. Ao término de cada repeti¢do, o fragmento foliar contendo as
aberturas recobertas por tecido voile foi substituido por um novo.

Algodao Tecido voil

Tampa de tubo Foliolo de Foliolo de
de plastico coqueiro coqueiro

Fig. 2. Unidade experimental formada pelas gaiolas (a) e fragmento de foliolo com aberturas
cobertas com tecido voil (b). Considerou-se que houve escolha por parte do macho quando este
se posicionou a menos de 0,5 cm da abertura com tecido voil, representada pelo circulo e pela
linha tracejada (b).

Atracdo dos machos por rastros deixados por fémeas

Para avaliar a nao direcionalidade do arranjo experimental, foi realizado um teste em
branco no qual rastros deixados por 20 fémeas adultas virgens por 24 horas estavam presentes
em ambos os lados. Nesse teste, foram conduzidas dez repetigdes.

A unidade experimental foi semelhante a arena de confinamento com foliolo descrita no
topico “Obtengao de R. indica”. No entanto, o foliolo foi recortado no formato de um haltere,
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com duas extremidades quadradas (1,5 cm % 1,5 cm) conectadas por uma passarela central de
1 cm de comprimento (Fig. 3a). As margens da unidade experimental foram cobertas com
algodao hidrofilico umedecido com 4gua destilada, a fim de impedir a fuga dos &caros. Para
isolar o lado com pistas das fémeas do lado sem pistas, a passarela central também foi coberta
com algodao hidrofilico umedecido com agua destilada (Fig. 3a).

As pistas foram formadas por possiveis secregoes, excregoes ou volateis de R. indica,
obtidas apds a permanéncia de 20 fémeas adultas virgens ou acasaladas, por 24 horas em uma
das extremidades da unidade. Apos esse periodo, as fémeas foram removidas das unidades
experimentais com o auxilio de um pincel, e o algoddo que cobria a passarela também foi
retirado. Em seguida, vinte machos virgens de R. indica separados anteriormente foram
liberados no centro da unidade experimental. O tempo de permanéncia em cada extremidade, a
escolha dos machos e o tempo gasto na passarela central foram registrados por observagao
direta por até quatro horas. Ao final de cada repetigdo, tanto o fragmento foliar contendo as
pistas das fémeas quanto o macho virgem, que representava uma repeti¢do, foram substituidos.

Algodao Foliolo de
coqueiro

Papel filtro

Fig. 3. Unidade experimental no formato de haltere: (a) antes do inicio das repetigdes, com algodao
cobrindo a passarela central; (b) durante as repeti¢des, apds a retirada do algoddo da passarela
central.

Possibilidade de copula de machos com fémeas recém acasaladas

Aunidade experimental foi descrita no topico “Comportamento de acasalamento”. Uma
fémea acasalada, previamente separada da arena de confinamento, com aproximadamente 3
dias de idade (ver item “Obtencao de R. indica”) foi transferida com o auxilio de um pincel.
Em seguida, um macho virgem foi transferido da arena de confinamento, com
aproximadamente 1 dia de idade e ambos foram observados por até 24 horas em microscopio
estereoscopico binocular. A copula foi considerada quando o 4caro finalizava o ltimo passo do
comportamento de copula observado no experimento 1 (Comportamento de acasalamento).
Vinte repeti¢des foram realizadas, sendo cada unidade experimental considerada uma repetigao.

Andlise estatistica

As andlises estatisticas das escolhas dos machos por fémeas de R. indica e pelo lado do
foliolo de coqueiro com gaiola ou com pistas foram realizadas através do teste Qui-quadrado,
enquanto os dados dos tempos de permanéncia foram analisados pelo teste t, utilizando o
programa estatistico SAS (SAS Institute, 2008).

Resultados
Comportamento de acasalamento
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A laténcia média para o inicio do comportamento sexual foi de 37,5 £ 7,09 minutos (n
=23). A primeira fase, denominada contato exploratorio, apresentou duragao média de 2 + 0,08
minutos. Em seguida, a posi¢do pré-copulatoria teve duragdo média de 0,8 = 0,13 minutos (48
segundos). A fase de posicionamento genital durou, em média, 1 + 0,27 minutos. Por fim, a
copula teve duracdo média de 17 + 1,02 minutos, totalizando um tempo médio de 24 + 1,45
minutos para todo o comportamento de acasalamento, desde o contato exploratério até o
término da copula (Fig. 4).

Todos os casais observados (100%) passaram pelas quatro etapas descritas. Em 13% dos casos,
o comportamento foi repetido mais de uma vez; destes, 8,7% retornaram a fase de
posicionamento genital e 4,35% reiniciaram o processo a partir do contato exploratorio (Fig.
4).

Se posiciona atras da
fémea realizando a
Posic30 pre-copulataria

Macho

abertura genital
feminina

Fig. 4. Etograma do comportamento de acasalamento de R. indica, com a representagdo das
diferentes fases comportamentais observadas e suas respectivas frequéncias de ocorréncia (em
%) e duragdes em minutos.

Atracdo de machos por pistas olfativas liberados por fémeas

Os machos ndo escolheram nenhum dos lados da unidade experimental na presenca das
fémeas teliocrisalidas de R. indica no teste em branco e o tempo gasto em cada area também
ndo diferiu, indicando adequagio do procedimento experimental (y>=0; DF =1; P=1¢ t=
0,10; DF= 18; P=0,92).

Oitenta por cento dos machos escolheram permanecer por mais tempo na area onde
havia a gaiola com fémeas teliocrisalidas (y*> = 7,2; DF = 1; P = 0,007). O tempo médio gasto
por eles nessa area (7,47 min) foi maior do que no lado com a gaiola sem fémeas teliocrisalidas
(2,53 min) (t=4,27; DF =38; P=0,0001) (Fig. 5). Contudo, quando expostos as pistas olfativas
de fémeas recém acasaladas e fémeas adultas virgens, ndo foram observadas diferencas na
porcentagem de machos (acasaladas: ¥*> = 0,8; DF = 1; P = 0,37 e fémeas adultas virgens: y* =
0,06; DF = 1; P =0,8), tampouco no tempo médio gasto nas areas (acasaladas: t =—0,20; DF =
38; P=0,84 e fémeas adultas virgens: t = 0,82; DF =38; P =0,52) (Fig. 6, 7).
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Fig. 5. Porcentagem de escolha dos machos de R. indica quando submetidos a pistas olfativas
de fémeas teliocrisalidas de R. indica ou vazio, e tempo médio de residéncia em cada uma das
areas. Letras diferentes significa diferenga estatistica através do qui-quadrado (percentual de

machos) e teste t-Student (tempo médio).
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Fig. 6. Porcentagem de escolha de machos de R. indica quando submetidos as pistas olfativas
de fémeas acasaladas ou ao controle vazio, e tempo médio de permanéncia em cada area. Letras
iguais indicam auséncia de diferenca estatistica, de acordo com o teste do qui-quadrado

(porcentagem de machos) e o teste t de Student (tempo médio).
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Fig. 7. Porcentagem de escolha de machos de R. indica quando submetidos as pistas olfativas
de fémeas adultas virgens ou ao controle vazio, e tempo médio de permanéncia em cada area.
Letras iguais indicam auséncia de diferenga estatistica, de acordo com o teste do qui-quadrado
(porcentagem de machos) e o teste t de Student (tempo médio).

Atracdo dos machos por rastros deixados por fémeas

Os machos nao escolheram nenhum dos lados da unidade experimental na presenga dos
rastros das fémeas adultas virgens de R. indica no teste em branco e o tempo gasto em cada area
também ndo diferiu, indicando adequagdo do procedimento experimental (y*=0; DF=1;P=1
e t=-1,79; DF= 18; P=0,09).

A porcentagem de machos que permaneceram mais tempo na area com rastros de fémeas
adultas virgens de R. indica e o tempo médio gasto nessa area foi maior do que na area sem
pistas (x> =5,56; DF=1; P=0,02;t=2,88; DF = 30; P=0,007) (Fig. 8). Contudo, na presenga
de rastros de fémeas acasaladas, ndao houve diferenca entre a porcentagem de escolha dos
machos pelo lado, nem no tempo médio gasto na 4rea com pistas em comparacao a area sem
pistas (y>*=0,04; DF = 1; P=0,83; t=-0,85; DF =38; P=0,41) (Fig. 9).
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Fig. 8. Porcentagem de escolha dos machos de R. indica quando submetidos aos rastros de
fémeas adultas virgens de R. indica ou sem rastros, e tempo médio de residéncia em cada uma
das areas. Letras diferentes significa diferenca estatistica através do qui-quadrado (percentual
de machos) e teste t-Student (tempo médio).
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Fig. 9. Porcentagem de escolha dos machos de R. indica quando submetidos aos rastros de
fémeas acasaladas de R. indica ou sem rastros, e tempo médio de residéncia em cada uma das
areas. Letras iguais indicam auséncia de diferenga estatistica, de acordo com o teste do qui-
quadrado (porcentagem de machos) e o teste t de Student (tempo médio).

Possibilidade de copula de machos com fémeas recém acasaladas
Nao foi observada copula entre machos virgens e fémeas recém copuladas de R. indica
durante o periodo observado (24h), em 100% das repeticoes.

Discussiao

Embora existam relatos na literatura sobre comportamentos relacionados ao
acasalamento de R. indica, este ¢ o primeiro estudo que descreve detalhadamente esse
comportamento, incluindo a duragdo de cada uma de suas fases. A primeira fase observada foi
a aproximacao dos machos e fémeas e toque das pernas, seguida pelo posicionamento
caracteristico de guarda pré-copulatéria. O toque do primeiro par de pernas pode ser um
indicativo de um estimulo tatil, estimulo importante para reconhecimento de acaros 7. urticae,
por exemplo (Regev and Cone 1975). Haramoto (1966), ao estudar o acasalamento de acaros
da familia Tenuipalpidae (Brevipalpus phoenicis (Geijskes), Brevipalpus californicus (Banks)
e Tenuipalpus heveae Baker), observou que, apés rastejar sob a fémea, o macho posiciona
parcialmente seu corpo abaixo dela. Além disso, estudos anteriores relatam que machos de
tenuipalpideos elevam o opistossoma até tocar o aparelho genital da fémea, mantendo essa
posi¢do por 10 a 15 minutos, enquanto a seguram com as pernas anteriores (Haramoto, 1969;
Manglitz and Cory, 1953; Gerson, 2008). No presente estudo, observou-se que os machos de R.
indica permanecem posicionados atras da fémea por um periodo significativamente menor (48
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segundos), dobrando em seguida o opistossoma em direcdo ao corpo dela. Diferentemente do
observado em outras espécies da familia, as f€émeas de R. indica permanecem imdveis, e a fase
de posicionamento genital (dobra do opistossoma) apresenta duragdo reduzida
(aproximadamente 1 minuto). As fémeas de R. indica demonstraram sua receptividade sexual
por meio da elevacdo do opistossoma e do movimento dos ultimos pares de pernas,
comportamento semelhante ao registrado em acaros 7. urticae (Schausberger et al. 2023). A
fase de copula teve duragdo média de 17 minutos, valor semelhante ao registrado por Hoy et al.
(2007) para R. indica, citado como observagdo pessoal. Em espécies pertencentes as familias
Tetranychidae e Tydeidae, o tempo médio de copula é de aproximadamente 5 minutos e 2 min
43 s, respectivamente, quando considerada a copula com fémeas virgens (Knop 1985;
Rodrigues et al. 2017). Essa diferenca temporal entre os grupos pode estar relacionada a
quantidade de esperma transferido e/ou a necessidade de multiplas copulas ao longo da vida da
fémea.

Machos de R. indica foram capazes de localizar apenas as pistas olfativas liberadas por
fémeas teliocrisalidas, ndo respondendo as pistas emitidas por fémeas adultas virgens e
acasaladas. E provavel que fémeas teliocrisalidas de R. indica liberem compostos volateis para
atrair machos e garantir a coépula. Em 7. urticae, trés processos foram identificados como
importantes na detec¢ao de fémeas deutoninfas quiescentes pelos machos: o estimulo tatil, a
liberagdo de feromodnios sexuais e os estimulos associados as teias produzidas pelas fémeas
(Penman and Cone, 1972). No presente estudo, apenas a detec¢ao de pistas olfativas de fémeas
teliocrisalidas de R. indica por machos foi considerada. Adicionalmente, estudos com 7. urticae
demonstraram que os machos sdo atraidos por fémeas deutoninfas quiescentes, mas nao por
protoninfas nem por deutoninfas ativas, sendo que a resposta de atracdo ¢ mais estavel no final
do periodo de quiescéncia (Cone et al., 1971a,b). Considerando que os machos de R. indica
apresentam comportamento de guarda das fémeas como forma de assegurar a primeira copula
logo apds a muda, espera-se que, quanto mais proximo da ecdise, mais atrativa seja a fémea.
Por outro lado, os machos ndo responderam as pistas olfativas de fémeas recém-acasaladas nem
de fémeas adultas virgens. Esses resultados sugerem que fémeas recém-acasaladas e adultas
virgens de R. indica ndo liberam pistas olfativas para atrair machos, ou que essas pistas sejam
emitidas em quantidades reduzidas, ou ainda que ocorra uma alteragdo em sua composi¢ao,
impedindo a deteccao pelos machos dentro da metodologia empregada neste estudo. Diferentes
trabalhos com artrépodes demonstraram que, quando um dos sexos, ou ambos, ja copularam,
ha uma reducdo da atratividade das fémeas para os machos (AbdeloKader and Barak, 1979;
Elsayed, 1990; Sanders and Lucuik, 1972; Rasmy and Hussei, 1994).

Machos de R. indica responderam aos rastros deixados por fémeas adultas virgens,
permanecendo por mais tempo nas areas onde esses rastros estavam presentes. No entanto, nao
demonstraram a mesma resposta comportamental diante de rastros deixados por fémeas adultas
recém-acasaladas. Os sinais quimicos presentes nos rastros diferem daqueles emitidos pelas
pistas olfativas no experimento da gaiola. E possivel que as pistas olfativas sejam mais
confidveis para a deteccao das fémeas do que os rastros (Schoonhoven et al., 2005). Esses
resultados indicam que os machos de R. indica possivelmente evoluiram mecanismos de
reconhecimento de fémeas virgens, mesmo na auséncia fisica delas, como estratégia para
assegurar a primeira copula. Em acaros do género Tetranychus, a guarda pré-copulatoria €
considerada uma estratégia reprodutiva essencial, uma vez que apenas a primeira copula resulta
em fertilizagdo (Oku et al., 2015). Contudo, ainda ndo hé relatos sobre o nimero de cépulas em
acaros do género Raoiella. Entre os acaros, a deteccao do estado reprodutivo das fémeas por
meio de pistas quimicas depositadas no substrato ¢ amplamente documentada (Oku et al., 2005;
Rodrigues et al., 2017). Ao estudar a deteccdo dos rastros de fémeas acasaladas e virgens de
Tetranychus kanzawai Kishida, Oku et al. (2005) observaram que os machos preferem rastros
de fémeas virgens em relagdo aos de fémeas acasaladas.
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Nenhuma tentativa de acasalamento foi observada entre fémeas recém-acasaladas de R.
indica e machos virgens durante o periodo de 24 horas de observacao. Esse resultado pode estar
relacionado a auséncia de atracdo dos machos por fémeas recém-copuladas, possivelmente em
razao da ndo emissao de volateis atrativos por parte dessas fémeas. Alternativamente, os machos
podem evitar fémeas acasaladas devido a baixa probabilidade de sucesso reprodutivo, uma vez
que, em diversas espécies de acaros, apenas a primeira copula resulta em fertilizacdo. Em 7.
urticae, por exemplo, foi observado que fémeas acasaladas tendem a se dispersar ap6s a copula,
possivelmente como estratégia para evitar abordagens de novos machos e direcionar sua energia
para a oviposi¢do (Oku, 2010). Diante disso, sdo necessarios estudos adicionais para investigar
se fémeas de R. indica realizam copulas adicionais ap6és 24 horas e se apresentam
comportamentos de evitagdo de machos. Este estudo fornece a descricdo mais detalhada até o
momento sobre o comportamento de acasalamento de R. indica, incluindo a caracterizagao
temporal de suas principais fases, os sinais comportamentais envolvidos e a resposta dos
machos a estimulos quimicos. Os resultados revelam que a espécie apresenta um padrdo de
copula semelhante ao descrito em outros acaros, mas com caracteristicas Uinicas, como a curta
duracdo do posicionamento genital e da copula. As evidéncias indicam que a atragdo dos
machos ocorre predominantemente por volateis liberados por fémeas em estadgio quiescente
(teliocrisalidas), sendo inexistente ou drasticamente reduzida apds a copula. Além disso, a
capacidade dos machos de reconhecer pistas deixadas por fémeas virgens, mas nio por fémeas
acasaladas, sugere um mecanismo refinado de discriminacao sexual, possivelmente adaptado a
fertilizagdo unica caracteristica da espécie. A auséncia de comportamento de acasalamento com
fémeas recém-copuladas reforca essa hipotese. Esses achados contribuem significativamente
para o entendimento da ecologia comportamental de R. indica.

Nenhuma tentativa de acasalamento foi observada entre fémeas recém acasaladas de R.
indica e machos virgens durante o periodo de 24 horas de observacao. Esse comportamento
pode estar relacionado a auséncia de atracdo dos machos por fémeas recém copuladas,
possivelmente em razdo da ndo emissdo de volateis atrativos por parte dessas fémeas.
Alternativamente, os machos podem evitar fémeas acasaladas devido a baixa probabilidade de
sucesso reprodutivo, uma vez que, em diversas espécies de acaros, apenas a primeira copula
resulta em fertilizagdo. Em 7. urticae, por exemplo, foi observado que fémeas acasaladas
tendem a se dispersar apds a copula, possivelmente como estratégia para evitar abordagens de
novos machos e direcionar sua energia para a oviposicao (Oku 2010). Diante disso, sdo
necessarios estudos adicionais para investigar se fémeas de R. indica realizam copulas
adicionais ap0ds 24 horas e se apresentam comportamentos de evitacdo de machos.

Os resultados deste estudo fornece a descricdo mais detalhada até o momento do
comportamento de acasalamento de R. indica, incluindo a caracterizagcdo temporal de suas
principais fases, os sinais comportamentais envolvidos e a resposta dos machos a estimulos
quimicos. A espécie apresenta um padrdo de copula semelhante ao descrito em outros acaros,
mas com caracteristicas inicas, como a curta duracao do posicionamento genital e da copula.
Evidéncias indicam que a atragdo dos machos ocorre predominantemente por volateis liberados
por f€émeas em estagio quiescente (teliocrisalidas), sendo inexistente ou drasticamente reduzida
apos a copula. Além disso, a capacidade dos machos de reconhecer pistas deixadas por fémeas
virgens, mas ndo por fémeas acasaladas, sugere um mecanismo refinado de discriminagdo
sexual, possivelmente adaptado a fertilizagdo Unica caracteristica da espécie. A auséncia de
comportamento de acasalamento com fémeas recém copuladas refor¢a essa hipdtese. Esses
achados contribuem significativamente para o entendimento da ecologia comportamental de R.
indica.

O nao engajamento dos machos em novas copulas com fémeas ja fecundadas pode estar
associado a uma estratégia reprodutiva que evita custos adicionais relacionados a multiplas
copulas e maximiza o sucesso da prole recém fecundada. Em dacaros tetraniquideos, por
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exemplo, embora haja registros de uma segunda copula, os custos associados a essa interagao
foram evidenciados por Oku (2010), que observou reducao na producao de ovos por fémeas
acasaladas na presenga de um macho, sugerindo um custo de aptiddo relacionado ao
comportamento masculino.

Por outro lado, recomenda-se a realizagdo de novos ensaios com intervalo superior a 24
horas apos o primeiro acasalamento, a fim de avaliar a possibilidade de interagcdes em periodos
mais longos e de copulas adicionais entre machos virgens e fémeas previamente copuladas de
R. indica. Esses resultados reforcam que a comunicagdo quimica e o padrdo de acasalamento
observados s3o fundamentais para compreender as estratégias reprodutivas da espécie e
ampliam o conhecimento sobre a ecologia comportamental de acaros da familia Tenuipalpidae.
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6. CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o comportamento sexual de R. indica é composto por
etapas bem definidas e estd diretamente associado a utilizacdo de sinais quimicos. Os machos
sdo capazes de discriminar esses sinais, priorizando fémeas virgens ou proximas da maturidade
e evitando aquelas que recém copularam. Esses achados reforcam a importancia da
comunicagdo quimica na sele¢do sexual da espécie e contribuem para o entendimento da

ecologia reprodutiva de Tenuipalpidae.



