MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRICULTURA E BIODIVERSIDADE

CONTROLE VARIETAL E BIOATIVIDADE DO OLEO
ESSENCIAL DE Lippia gracilis NO MANEJO DE Raoiella indica
(ACARI: TENUIPALPIDAE)

MARIA CLEZIA DOS SANTOS

2018



MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRICULTURA E BIODIVERSIDADE

MARIA CLEZIA DOS SANTOS

CONTROLE VARIETAL E BIOATIVIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE Lippia gracilis NO
MANEJO DE Raoiella indica (ACARI: TENUIPALPIDAE)

Dissertacdo apresentada & Universidade
Federal de Sergipe, como parte das exigéncias
do Curso de Mestrado em Agricultura e
Biodiversidade, area de concentracdo em
Agricultura e Biodiversidade, para obtencgéo
do titulo de “Mestre em Ciéncias”.

Orientador
Prof. Dr. Adenir Vieira Teodoro

SAO CRISTOVAO
SERGIPE — BRASIL
2018



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

S237c

Santos, Maria Clezia dos.

Controle varietal e bioatividade do 6leo essencial de Lippia gracilis no
manejo de Raoiella indica (Acari: tenuipalpidae) / Maria Clezia dos
Santos; orientador Adenir Vieira Teodoro. — Sdo Cristévao, 2018.

41 €. il

Dissertagdo (mestrado em Agricultura e Biodiversidade) -
Universidade Federal de Sergipe, 2018.

1. Coco. 2. Plantas — Resisténcia a doencas e pragas. 3. Esséncias e
6leos essenciais. 4. Acaro de plantas — Controle biolégico. I. Teodoro,
Adenir Vieira, orient. Il. Titulo.

CDU 634.616




MARIA CLEZIA DOS SANTOS

CONTROLE VARIETAL E BIOATIVIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE Lippia gracilis NO
MANEJO DE Raoiella indica (ACARI: TENUIPALPIDAE)

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Sergipe, como parte das exigéncias
do Curso de Mestrado em Agricultura e
Biodiversidade, &area de concentracdo em
Agricultura e Biodiversidade, para obtencédo
do titulo de “Mestre em Ciéncias”.

Aprovada em 25 de julho de 2018.

Dr. José Guedes de Sena Filho Prof2, Dr.? Shénia Santos Silva
Embrapa Tabuleiros Costeiros IFAL
({&url:""“'"!"

Prof. Dr. Adenir Vieira Teodoro
Embrapa Tabuleiros Costeiros
(Orientador)

SAO CRISTOVAO
SERGIPE — BRASIL



Aos meus pais, Eraldina dos Santos e Eladio dos Santos, pelo amor e incentivo em todas as
minhas escolhas.
Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus, por iluminar meu caminho, pela forca e por me sustentar ao logo dessa
caminhada.

A minha familia, em especial aos meus pais, Eladio dos Santos e Eraldina dos Santos,
pela educacéo, base para minha vida, apoio nos meus estudos, e aos meus irmaos pelo amor,
paciéncia e incentivo.

Ao meu amigo e namorado, companheiro de todas as horas, Adriano Pimentel Farias,
pela paciéncia, dedicacdo e amor. Obrigada por existir na minha vida!

Ao meu orientador, Prof. Dr. Adenir Vieira Teodoro, por todos os ensinamentos,
confianca e apoio ao longo desta jornada.

A toda equipe do Laboratorio de Entomologia, Caroline, Shénia, Flaviana, Eliana,
Danubia, Vanessa, Giselle, Jacilene, Taynara, Mariana, Luis, Amaury e Alex, pelo
companheirismo, ajuda e por todos os momentos de lazer. Cada um, ocupa um lugar especial
em meu coracgdo! VVocés foram imprescindiveis para o bom andamento deste estudo.

A Flaviana, por todo carinho, atencédo e disponibilidade em ajudar na correcdo deste
trabalho.

Ao Dr. José Guedes Sena Filho, por todos o0s ensinamentos e incentivo para realizacéo
deste trabalho.

Ao Campo Experimental de Itaporanga D’Ajuda e a Dr.2 Semiramis Rabelo, curadora
do Banco Internacional de Germoplasma de Coco para América Latina e Caribe.

Ao CNPq pela concessao da bolsa e financiamento para realizacdo desta pesquisa.

A banca examinadora pela disponibilidade e contribuico para esta dissertac&o.

Aos colegas do Programa de Pos-Graduacdo em Agricultura e Biodiversidade,
especialmente, Ane Caroline, Alisson, Fernanda, itala, Kleiton e Deverton, por todo apoio e
companheirismo nos momentos de angustia.

Aos amigos Jéssica, Janisson, Raquel, Milania, Jacy, Gabriela e Erica, pela forca de
sempre nessa caminhada.

Agradeco a todos que de alguma forma contribuiram para que esse trabalho fosse
realizado.



BIOGRAFIA

Maria Clezia dos Santos, brasileira, nasceu na cidade de Capela — Sergipe, em 15 de
dezembro de 1992. Filha de Eladio dos Santos e Eraldina dos Santos.

Graduou-se em Engenharia Agrondmica pela Universidade Federal de Sergipe — UFS,
no ano de 2016. Durante a graduacdo foi bolsista de Iniciacdo Cientifica e Tecnoldgica na
area de Cultura de Tecidos de Plantas entre os anos de 2012 a 2013, sobre a orienta¢éo da Dr.?
Maria de Fatima Arrigoni Blank. Posteriormente, foi estagiaria da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéria (Embrapa Tabuleiros Costeiros) na area de Entomologia Agricola,
entre os anos de 2013 a 2016, trabalhando em estudos sobre utilizacdo de métodos
alternativos para o0 manejo de pragas do coqueiro, sobre a orientacdo do Dr. Adenir Vieira
Teodoro. ApoOs a graduacdo, iniciou o mestrado no Programa de Pds-graduacdo em
Agricultura e Biodiversidade — UFS.



SUMARIO

Pagina
LISTA DE FIGURAS ..ottt bbbttt i
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt enes ii
LISTA DE ABREVIATURAS ... .ottt ii
RESUMO ..ottt e et st s b e be e be s e e ne et e teseenneene e iv
ABSTRACT oottt bbbt sttt b b bbbt %
1. INTRODUGAQO GERAL.....c.oveieieieeeeeeeeve e, 1
2. REVISAO DE LITERATURA .....ortieteceeeeesese et ses st ssses s asnensnes 2
2.1. Importancia da cultura do COQUEITO ..........cuiieriiririiiniesieeeeee e 2
2.2. Acaro-vermelno-0as-Palmeiras.............ccveveereieeerireeseeseeessseeseessessssese s 2
2.3. ReSIStENCIA & PIANTAS .....eoveeeeiieieeieee s 4
2.4. Controle DIOIOGICO ......ecuiiiece e 5
2.5. Oleo essencial para 0 controle de Pragas ..........ooe.eeveeveeeeereeeersiseeesesiesesereesenens 5
2.6. Oleo essencial de Lippia graCilis ..........cccoivieeiieseeiseeeesseseesssseses s 6
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ooiteiieeeeesesieeevesersses st 7
4. ARTIGO 1: INFESTACAO NATURAL DE Raoiella indica (ACARI: 17
TENUIPALPIDAE) EM ACESSOS DE COQUEIRO-ANAO..........ccovvveerreirseeinen,
RESUIMO ...t e st e b e e e nr e e e nneas 17
ADSTFACT ...ttt r e 18
4.1, INEFOTUGAD ...ttt bbbttt bbb 19
4.2. MALEriaiS € IMELOUOS .....cuvevierieiiieiiesie sttt sttt 19
4.2.1. Area eXPerimental...........cccovevrveveevieeereieeeeseseese s st sesee s, 19
4.2.2. Avaliacdo da densidade populacional de R. indica...........c.ccceevevviiieiverieennnnn, 20
4.2.3. Densidade ESTOMALICA. .........cceiiieiieieieiee e 20
4.3, RESUITAAOS ....ovveveieiii ittt bbb enes 20
4.4, DISCUSSAD ....evvereeeneesueesieaseesseesteesteaseesseesseaseesseesseaseesseesseeseeaseenseaseessensseessessesssennsens 21
4.5. Referéncias BibliografiCas.........ccoveiviiiiii it 22
5. ARTIGO 2: ATIVIDADE ACARICIDA DO OLEO ESSENCIAL DE Lippia
gracilis (VERBENACEAE) E SEU COMPOSTO MAJORITARIO SOBRE Raoiella 28
indica (ACARI: TENUIPALPIDAE) E COMPATIBILIDADE A Amblyseius
largoensis (ACARI: PHYTOSEIDAE). ..o
RESUMIO. ...ttt e et e e ae e b e nnn e e nne e e 28
N 01 - Uod SRS 29
T8 I 1 {0 T [1 o= To J USSR 30
5.2. Materiais € IMELOUOS. ......ecuveieieiese ettt ne e enes 30
5.2.1. Obtencdo de R. indica e A. [argoensis.........cccveiveieeieiiieie e 30
5.2.2. Oleo essencial € CoMPOStO tIMOL..........c.cceveevceeveeieeeeieceeeeeeeesee e, 31
5.2.3. Toxicidade do 6leo essencial e do composto Majoritario.............cccceevveveneen. 31
5.2.4. Persisténcia do 010 eSSENCIal..........cccccveriiiiieie i 32
5.2.5. Efeito subletal na sobrevivéncia e oviposi¢do de R. indica...........cc.cevveriennene. 32
5.2.6. Toxicidade do 0leo essencial 80 Predador..........cccoovverirerinieieiese e 32
5.2.7. ANAlISES ESLALISTICAS. ... .vveveerieiiiesieiie et ereas 33
5.3, RESUITAUODS. ... .eveeeieeeie ettt s et et eera e teeneeaneesnaeseeneesreeneannens 33
5.3.1. Toxicidade do Gleo essencial e do composto Majoritario............cccceevveeveenennenn 33
5.3.2. Persisténcia do 010 eSSENCIAL..........cccoveiiiieiieii e 33
5.3.3. Efeito subletal na sobrevivéncia e oviposigdo de R. indica.........c.ccecvrvrvinnnens 33
5.3.4. Toxicidade do 6leo essencial a0 Predador...........coveveeierene e 33



D . DISCUSSAO. ...ttt ettt e e e e e e ettt ee e e e e e e e e eeeeeeeeean e eeeeeeneeaeenneeeeeaeeeaaans 33
5.5, CONCIUSDES. ....coeeeeeeeeeeeeee e, 35
D 8. RETOIENCIAS. ...ttt e ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e ee e eeaaeeeaaans 35

6. CONSIDERAGCOES FINALS ..ottt 41



LISTA DE FIGURAS

ARTIGO 1
Figura
1 Localizacdo dos acessos de coqueiro-ando no Banco de Germoplasma em
Itaporanga D’Ajuda, Sergipe (Silva et al. 2018)........ccccceveiiiiiiiiniiiecee,
2 Numero de ovos (A) e formas ativas (B) de Raoiella indica em acessos de
coqueiro-ando das subvariedades verde (AVeBrJ), amarela (AAG e AAM) e
vermelha (AVC, AVM, AVG). Diferencas entre as cores foram estabelecidas
por Anova aninhada (P<0,001).......ccccciriimiriiniieie e
3 Numeros de ovos nos acessos AAG e AAM (A) e de formas ativas de
Raoiella indica nos acessos AVC, AVM, AVG (B). Diferengas entre os
acessos dentro das cores foram estabelecidas pelo teste t-Student (A) e por
Anova seguida por Tukey (B). Médias com letras diferentes diferem entre si

4 Densidade estomatica da face abaxial dos foliolos de acessos de coqueiro-
ando. Medias com letras diferentes diferem entre si pelo teste LSD (P<0,05)..
5  Vista frontal da face abaxial de foliolos de acessos com maior (AVeBrJ; A) e
menor (AAG; B) densidade de estbmatos. Imagens obtidas por meio da
impresséo da epiderme utilizando cola (fotos de microscopia, aumento 8x).
EScala: 100 [UNL.....coiiiiiiieiieiee s

ARTIGO 2
Figura
1 Persisténcia do efeito acaricida do 6leo essencial do genétipo LGRA-106 de
Lippia gracilis a Raoiella indica. Médias em cada tempo foram comparadas
pelo teste U de Mann-Whitney (P<0,05).......cccccoviiiniiiniiineieienc e
2 Curvas de sobrevivéncia de fémeas adultas de Raoiella indica expostas as
CL2s e CLso do 6leo essencial do gendtipo LGRA-106 de Lippia gracilis
(teste de log-rank, P<0,001)........cccceiieiiiiiieiieie et
3  Taxa de mortalidade do acaro predador Amblyseius largoensis exposto ao
6leo essencial do gendtipo LGRA-106 de Lippia gracilis. Médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05)......ccccciiiiriiiiieniiiine e,

Pagina

25

25

26

26

27

Pagina

39

40



LISTA DE TABELAS

ARTIGO 2
Tabela Pagina
1 Concentracdes letais (CL) (mg/mL) do 6leo essencial do gendtipo LGRA-106
de Lippia gracilis e de seu composto majoritario (timol) a Raoiella
1 To ] o7 VO PRSP UP PP 39



LISTA DE ABREVIATURAS

AVeBrJ Ando Verde do Brasil de Jiqui

AVC
AVM
AVG
AAG
AAM

Ando Vermelho de Camar6es

Ando Vermelho da Malasia

Ando Vermelho do Brasil de Gramame
Ando Amarelo do Brasil de Gramame
Ando Amarelo da Malasia



RESUMO

SANTOS, Maria Clezia dos. Controle varietal e bioatividade do 6leo essencial de Lippia
gracilis no manejo de Raoiella indica (Acari: Tenuipalpidae). Sdo Cristovao: UFS, 2018. 41p.
(Dissertacdo — Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).*

O 4&caro-vermelho-das-palmeiras, Raoiella indica (Acari: Tenuipalpidae), é uma praga
polifaga que se alimenta, via estdbmato, das plantas hospedeiras, dentre as quais destaca-se o
coqueiro (Cocos nucifera L.). Entre os métodos disponiveis para 0 manejo integrado de
pragas, resisténcia de plantas e pesticidas botanicos podem ser adotados para reduzir 0s
problemas associados com a infestagcdo de R. indica. Assim, objetivou-se avaliar a infestacéo
natural de R. indica em acessos de coqueiro-ando das subvariedades verde, vermelha e
amarela, bem como a eficiéncia do 6leo essencial de Lippia gracilis (Verbenaceae) e seu
composto majoritario (timol) a essa praga, e compatibilidade ao &caro predador Amblyseius
largoensis (Acari: Phytoseiidae). As avaliacbes da densidade populacional do &acaro-
vermelho-das-palmeiras (ovos e formas ativas) foram realizadas nos seguintes acessos de
coqueiro-ando: Ando Verde do Brasil de Jiqui (AVeBrJ); Ando Vermelho de Camardes
(AVC); Ando Vermelho da Malasia (AVM); Ando Vermelho do Brasil de Gramame (AVG);
Ando Amarelo do Brasil de Gramame (AAG) e Ando Amarelo da Malasia (AAM) no Banco
Internacional de Germoplasma de Coco para América Latina e Caribe (ICG-LAC), localizado
no campo experimental da Embrapa em Itaporanga d’Ajuda-SE. A infestacdo de R. indica foi
influenciada pelas subvariedades coqueiro-ando, de modo que o acesso AVeBrJ (verde)
apresentou menores densidades populacionais em comparacdo com AAG (amarelo) e AVG
(vermelho). Adicionalmente, o nimero de ovos e formas ativas nos acessos de coqueiro-anao
ndo foram correlacionados com a densidade de estdomatos das plantas avaliadas, o que
contrasta com a hipotese de aumento da populacdo dessa praga com o nimero de estdmatos.
Embora a CLso (4,995 mg/mL) do dleo essencial do gendtipo LGRA-106 de L. gracilis
estimada a R. indica foi menor que a CLso (9,028 mg/mL) do timol, ndo houve diferenca na
toxicidade. Esse 0leo teve mortalidade aguda a R. indica na primeira hora apés aplicagéo, com
efeito residual perdido ap6s 9 horas. Ademais, 0 6leo causou reducdo na sobrevivéncia e
reproducdo de R. indica, mas foi toxico ao acaro predador. Portanto, concluiu-se que 0 acesso
AVeBrJ da subvariedade verde e o 6leo essencial de L. gracilis sdo promissores para 0
manejo de R. indica.

Palavras-chave: Cocos nucifera, resisténcia de plantas, acaro-vermelho-das-palmeiras,
acaricida botanico.

*Orientador: Adenir Vieira Teodoro — Embrapa Tabuleiros Costeiros.



ABSTRACT

SANTOS, Maria Clezia dos. Varietal control and bioactivity of Lippia gracilis essential oil
in the management of Raoiella indica (Acari: Tenuipalpidae). S&o Cristovao: UFS, 2018.
41p. (Dissertation — Master of Science in Agriculture and Biodiversity).*

Red palm mite, Raoiella indica (Acari: Tenuipalpidae), is a polyphagous pest that feeds via
the stomata of host plants, such as coconut (Cocos nucifera L.). Among the available methods
for integrated pest management, plant resistance and botanical pesticides can be adopted to
reduce problems associated with R. indica infestation. This study aimed to evaluate the
natural infestation of R. indica in accessions of dwarf coconut of the green, red, and yellow
subvarieties, as well as the efficiency of the essential oil of Lippia gracilis (Verbenaceae) and
its major compound (thymol) against this pest and their compatibility with the predatory mite
Amblyseius largoensis (Acari: Phytoseiidae). Population densities of red palm mite (eggs and
active stages) were evaluated in the following dwarf coconut accessions: Brazilian Green
Dwarf Jequi (BGDJ); Cameroon Red Dwarf (CRD); Malayan Red Dwarf (MRD); Brazilian
Red Dwarf Gramame (BRDG); Brazilian Yellow Dwarf Gramame (BYDG); and Malayan
Yellow Dwarf (MYD). The evaluations were performed at the International Coconut
Germplasm Bank for Latin America and the Caribbean (ICG-LAC), located in the
experimental field of Embrapa, in Itaporanga D'Ajuda, SE. R. indica infestation was
influenced by the dwarf coconut subvariety. Therefore, the BGDJ (green) accession had lower
population densities when compared with the BYDG (yellow) and BRDG (red) accessions.
Additionally, the number of eggs and active stages of R. indica found in the dwarf coconut
accessions was not correlated with the density of stomata, which contrasts with the hypothesis
that the population density increases with the increase in the number of stomata. The LCso
(4.995 mg/mL) detected for the essential oil of the L. gracilis genotype LGRA-106, against R.
indica was lower than the LCso (9.028 mg/mL) of thymol; however, no difference was
observed for their toxicity. This oil showed acute mortality to R. indica within the first hour
after spraying, and its residual effect was lost after nine hours. In addition, the oil reduced the
survival and reproduction of R. indica, but it was toxic to the predatory mite. Results
concluded that the BGDJ accession, belonging to the green subvariety, and the essential oil of
L. gracilis are promising for the management of R. indica.

Key-words: Cocos nucifera, plant resistance, red palm mite, botanical acaricide.

* Supervisor: Adenir Vieira Teodoro — Embrapa Tabuleiros Costeiros.



1. INTRODUGCAO GERAL

O coqueiro, Cocos nucifera L. (Arecaceae), é a palmeira de maior importancia agricola
no mundo (GUNN; BAUDOUIN; OLSEN, 2011; SIQUEIRA; ARAGAO; TUPINAMBA,
2002), sendo o Brasil, o quarto maior produtor do fruto e o primeiro produtor de 4gua de coco
(FAO, 2018), com mais de 240.000 hectares cultivados (IBGE, 2017). A regido Nordeste é
responsavel por 80% da producdo de coco, porém o coqueiro é cultivado na maioria dos
estados brasileiros e encontrado em areas consideradas ndo tradicionais a exemplo do
Semiéarido Nordestino e das regides Norte e Sudeste (CAVALCANTE, 2015).

Apesar da expansédo da &rea cultivada, a cocoicultura no Brasil ainda enfrenta grandes
barreiras, e um fator limitante a producdo é o ataque de pragas (FERREIRA et al., 1994;
TEODORO et al., 2014, 2015). Atualmente, o acaro-vermelho-das-palmeiras, Raoiella indica
Hirst (Acari: Tenuipalpidae), tem sido uma das principais preocupacdes dos cocoicultores.
Esse acaro é uma praga polifaga e além do coqueiro ataca outras palmeiras, plantas
ornamentais e bananeiras (CARRILLO et al., 2012a; OTERO-COLINA et al., 2016;
VASQUEZ; COLMENAREZ; MORAES, 2014). A alimentagéo de R. indica ocorre por meio
da insercdo de seu aparelho bucal nos estdmatos, interferindo diretamente na fotossintese e
respiracdo das plantas atacadas (BEARD et al., 2012; OCHOA et al., 2011). As folhas
atacadas exibem sintomas como amarelecimento severo, necrose e ressecamento (HOY;
PENA; NGUYEN, 2006). Em altas densidades populacionais, esse acaro pode causar perdas
de aproximadamente 70% (PENA, 2013).

O desenvolvimento de medidas de controle para o &caro-vermelho-das-palmeiras é
necessario e de fundamental importancia. Dessa forma, para reduzir os problemas associados
com a infestacdo de R. indica em areas de producdo, métodos de controle como a resisténcia
de plantas (RODRIGUES; IRISH, 2012; BALZA; VASQUEZ; VALERA, 2015), controle
bioldgico (CARRILLO; PENA, 2012; PENA; RODRIGUES; CARRILLO, 2009) e o controle
quimico (ASSIS; MORAIS; GONDIM, 2013; RODRIGUES; PENA, 2012) tém sido
investigados.

A resisténcia de plantas contra a herbivoria é influenciada por diversos fatores, e a fim
de se proteger das ameacas, varias estruturas presentes nas folhas das plantas sdo capazes de
influenciar a interacdo entre os insetos com seus hospedeiros, entre elas: o tipo e a densidade
dos tricomas, densidade de estdmatos, coloracdo de folhas e frutos, espessura da cuticula,
presenca de cristais e de compostos fendlicos, dentre outras (BALZA; VASQUEZ; VALERA,
2015; GUTSCHICK, 1999; HANLEY et al., 2007). No caso do coqueiro, a coloracdo dos
acessos, que identificam as subvariedades, e a densidade de estdmatos, podem conferir
resisténcia a planta.

Acaros predadores da familia Phytoseiidae s&o comumente encontrados em associacao
com R. indica em cultivos de coqueiro e desempenham papel importante para regulacéo dessa
praga (CARRILLO; HOY; PENA, 2014; CARRILLO; PENA, 2012; GONDIM JR et al.,
2012; MORAES et al., 2012; TAYLOR et al., 2012). Entre esses, Amblyseius largoensis
(Acari: Phytoseiidae) é o mais relatado associado a R. indica em varios paises, sendo
considerado o inimigo natural mais promissor para o controle biologico dessa praga
(BOWMAN; HOY, 2012; CARRILLO; PENA, 2012; DOMINGOS et al., 2013; MORAIS et
al., 2016; PENA; RODRIGUES; CARRILLO, 2009).

No Brasil, ndo ha produtos registrados para o controle de R. indica (AGROFIT, 2018)
e 0s acaricidas botanicos surgem como produtos promissores para o0 seu controle. Assim, 0s
6leos essenciais sdo formados por uma ampla variedade de compostos organicos produzidos
pelo metabolismo secundério das plantas, principalmente monoterpenos e sesquiterpenos, que
estdo presentes em diferentes concentragcbes e podem, individualmente ou em sinergismo,
promover efeitos letais e subletais a diversas pragas. (MAR et al., 2018; MIRESMAILLI,
ISMAN, 2014; PAVELA et al., 2016; TAK; ISMAN, 2017; WU et al., 2017).
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Os componentes dos Oleos essenciais sdo altamente volateis e consequentemente
possuem baixa persisténcia no meio ambiente, apresentando, geralmente, menor toxicidade
para organismos ndo-alvos (KHATER, 2012; LIMA et al., 2013; MIRESMAILLI; ISMAN,
2006; TAK; ISMAN, 2017). Apesar da sua eficiéncia no controle de pragas, algumas
substancias presentes nos 0leos essenciais podem apresentar efeitos indesejados a inimigos
naturais, a exemplo de &caros predadores (CHOI et al., 2004; MELO et al., 2018a;
NDAKIDEMI; MTEI; NDAKIDEMI, 2016; REGNAULT-ROGER; VINCENT; ARNASON,
2012). Desta forma, a variacdo quimica e as interacdes moleculares tornam a agdo dos 6leos
essenciais sobre insetos e acaros bastante complexa (RATTAN, 2010).

O alecrim-de-chapada ou alecrim-de-tabuleiro, Lippia gracilis Schauer (Verbenaceae),
é endémico do Nordeste brasileiro (LORENZI; MATOS, 2002) e fonte de 6leos essenciais
promissores para 0 controle de pragas. Essa espécie vegetal possui atividade bactericida,
fungicida, leishmanicida, carrapaticida e inseticida, sendo que a eficiéncia de seu 6leo
essencial é atribuida principalmente aos quimiotipos timol e carvacrol (ALBUQUERQUE et
al., 2006; CRUZ et al., 2013, 2018; MELO et al., 2018a, 2013; SILVA et al., 2008).

Diante do exposto, a suscetibilidade ou resisténcia de acessos de coqueiro ao ataque de
R. indica e o uso de Gleo essencial constituem importantes estratégias a serem estudadas, de
modo que possam proporcionar menor impacto a organismos ndo-alvo e contribuir com o
manejo desta praga. Ressalta-se ainda que existem poucas pesquisas com plantas de coqueiro
resistentes a pragas, assim como a utilizagdo de acaricidas botanicos para o controle de pragas
nessa cultura.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia da cultura do coqueiro

A cultura do coqueiro (Cocos nucifera L.) é importante em muitos paises, ndo sé pelos
aspectos econdémicos, mas também pelos sociais e ambientais. A gama de produtos que
podem ser explorados com essa frutifera, a torna reconhecida como importante recurso
vegetal para humanidade (MARTINS; JESUS JUNIOR, 2011). O coqueiro, originario do
Sudeste Asiatico (CLEMENT et al., 2013), é amplamente cultivado e distribuido por toda
regido intertropical do mundo (CUENCA, 1998; PHAM, 2016).

O Brasil é o quarto maior produtor de coco (FAO, 2018), com mais de 240.000
hectares cultivados (IBGE, 2017), e cerca de 80% da producdo esta concentrada na regido
Nordeste, que possui condi¢cdes naturais de clima e solo propicios ao cultivo do coqueiro
(SILVA et al., 2007). Além disso, o coqueiro é cultivado na maioria dos estados brasileiros e
encontrado em areas consideradas ndo tradicionais, a exemplo do Semiarido Nordestino e das
regides Norte e Sudeste (CAVALCANTE, 2015). Os estados da Bahia (28%), Ceara (16,5%),
Sergipe (14,4%), Rio Grande do Norte (8%), Alagoas (4,7%), Pernambuco (4%) e Paraiba
(3,5%) sdo os maiores produtores (FAO, 2018). Desta forma, a intensificacdo das areas de
cultivo e de producdo de coco no Brasil estd diretamente associada ao aumento do consumo
de &gua de coco, modernizacdo de seu processo produtivo e principalmente pelo avango da
fronteira agricola com cultivo de coqueiros andes e hibridos (CAVALCANTE, 2015;
MARTINS; JESUS JUNIOR, 2011).

A maior parte da producao de coco no pais € destinada ao consumo in natura aplicada
a alimentagfo humana e a fabricacdo de produtos industrializados (ARAGAO et al., 2002;
FAO, 2018), sendo o Brasil, 0 maior produtor mundial de agua de coco devido a crescente
demanda nos ultimos anos (CARVALHO et al., 2006; FAO, 2018; FERREIRA NETO et al.,
2007). Assim, a cocoicultura consiste em uma das mais importantes culturas perenes para o
Brasil, principalmente para a regido Nordeste, onde gera renda e emprego (CUENCA,;
NAZARIO, 2004).

2.2. Acaro-vermelho-das-palmeiras
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O acaro-vermelho-das-palmeiras, R. indica, ¢ uma praga chave do coqueiro em diversos
paises (KANE et al., 2012; MENDONCA; NAVIA; FLECHTMANN, 2005). No entanto,
desde que foi reportado em 2004, na regido do Caribe (FLECHTMANN; ETIENNE, 2004),
espalhou-se rapidamente e vem causando danos econdmicos a diversas espécies de plantas
(CARRILLO et al., 2012a). No Brasil, R. indica foi registrado pela primeira vez em 2009, em
coqueiros de Boa Vista - Roraima (NAVIA et al., 2011), e logo em seguida em Manaus,
Amazonas (RODRIGUES; ANTONY, 2011). Devido a sua rapida dispersdo, esse acaro €
encontrado em varios estados no Nordeste (Ceara, Sergipe, Alagoas, Rio Grande do Norte,
Bahia, Paraiba, Pernambuco e Piaui), Sul (Parana), Centro-Oeste (Distrito Federal e Goias) e
na regido Sudeste (S&o Paulo e Minas Gerais) (HATA et al., 2017; MELO et al., 2018b;
OLIVEIRA et al., 2016; SILVA et al., 2016; SOUZA; GOMDIM JR; GUZZO, 2016). No
cenario atual, o 4caro ndo é mais considerado uma praga quarentenaria pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e estad possivelmente espalhado por todos 0s
estados brasileiros.

As areas do Nordeste brasileiro (regido de maior producdo de coco) sdo as mais
propicias para o estabelecimento de R. indica em fungdo da baixa pluviosidade e altas
temperaturas, conforme simulacfes do modelo de maxima entropia (AMARO; MORAIS,
2013). A grande preocupagdo é que o coqueiro, principal hospedeiro deste &caro nas
Américas, pode sofrer perdas de até 70% na producdo (PENA, 2013). Além disso, essa praga
¢ capaz de se reproduzir em mais de 90 espécies de plantas pertencentes a sete familias
(Arecaceae, Cannanaceae, Heliconiaceae, Musaceae, Pandanaceae, Strelitziaceae e
Zingiberaceae) (CARRILLO et al., 2012b; COCCO; HOY, 2009; DOWLING et al., 2012;
NAVIA et al., 2011; OTERO-COLINA et al., 2016; VASQUEZ; COLMENAREZ;
MORAES, 2014). Adicionalmente, a presenca de R. indica nas areas de producdo dessas
plantas hospedeiras pode afetar a exportacdo dos produtos para outros paises e areas nao
infestadas (NAVIA et al., 2011).

O acaro-vermelho-das-palmeiras € uma praga com um alto potencial reprodutivo
(CARRILLO; PENA 2012) e uma fémea pde em média 160 ovos ao longo do seu ciclo, com
cerca de 1 a 6 ovos/dia (MOUTIA, 1958; FLORES-GALANO et al., 2010). A reproducdo
ocorre de forma sexuada e assexuada, os ovos fecundados originam fémeas, enquanto que 0s
ndo fecundados ddo origem a machos. O periodo de desenvolvimento dos estadios de ovo,
larva, protocrisalida, protoninfa, deutocrisalida, deutoninfa e teliocrisalida de R. indica
provenientes de fémeas fecundadas é de aproximadamente 21,5 dias nas folhas de coqueiro.
Todas as fases do desenvolvimento dessa espécie possuem coloragdo vermelha, o que facilita
0 seu reconhecimento (Figura 1) (VASQUEZ et al., 2014; KANE et al., 2012).

Figura 1. Col6nia do &caro-vermelho-das-palmeiras, R. indica, sobre a face abaxial de foliolos
de coqueiro-ando (Foto: SANTOS, M.C.).
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A alimentacdo de R. indica ocorre pela insercdo de seu aparelho bucal nos estdmatos
dos hospedeiros, interferindo diretamente na fotossintese e respiracdo das plantas atacadas
(BEARD et al., 2012; OCHOA et al., 2011). As folhas exibem amarelecimento severo,
necrose e ressecamento, seguida da queda das flores e/ou frutos pequenos, finalizando com a
morte das plantas em viveiros (HOY; PENA; NGUYEN, 2006).

A dispersdo do acaro-vermelho-das-palmeiras em condi¢des naturais é provavelmente
pelo vento (WELBOURN, 2006). Entretanto, a longas distancias, a propagacdo de R. indica
ocorre possivelmente por meio de transporte de plantas hospedeiras ou por material vegetal
infectado, isto é, pela acdo humana (MELO et al., 2018b; MENDONCA; NAVIA;
FLECHTMANN, 2005). O aumento da densidade populacional deste acaro nas areas
infestadas esta associado com periodos de baixa umidade relativa do ar, altas temperaturas e
baixa pluviosidade (GONDIM JR et al, 2012; HOY; PENA; NGUYEN, 2006;
PRABHEENA; RAMANI, 2014).

2.3. Resisténcia de plantas

Os mecanismos de defesa das plantas podem ser constitutivos ou induzidos. A
resisténcia constitutiva ocorre quando as caracteristicas relacionadas a defesa sdo expressas
constantemente, sem depender de algum fator elicitor. Por outro lado, a resisténcia induzida é
manifestada como uma resposta em funcdo da herbivoria (MAHMOUD, 2013; STOUT,
2013). As caracteristicas expressas pelas plantas resistentes, por sua vez, proporcionam as
pragas alteracdes no comportamento fisioldgico e biologico, ou apresentam maior capacidade
de suportar seu ataque (KESKIN; KUMRAL, 2015; RAKHA et al., 2017; SMITH, 2005).
Essas caracteristicas herdadas pelas plantas sdo geralmente divididas em trés categorias
distintas: antixenose, antibiose e tolerancia (SMITH, 2005). Assim, a variedade menos
utilizada pela praga para alimentacdo, oviposicdo ou abrigo, apresenta resisténcia por nao
preferéncia ou antixenose. A antibiose ocorre quando a variedade exerce efeito adverso sobre
a biologia da praga, enquanto que a tolerancia é definida pela ocorréncia de poucos danos em
comparagdo com outras, sob o mesmo nivel de infestacio (RODRIGUES; IRISH, 2012;
SHOOROOEI et al., 2018; SILVA et al., 2011; VALADAO et al., 2012; VIEIRA et al.,
2017).

As plantas podem ser divididas em suscetiveis (as mais intensamente atacadas por
herbivoros e/ou patdgenos) e resistentes (as que sofrem ataques menos intensos). No entanto,
para se proteger das ameacas fisicas e biologicas causadas pelo ataque de herbivoros, varias
estruturas presentes nas folhas das plantas séo capazes de influenciar na interagcdo entre
patdgenos ou artropodes com seus hospedeiros. O tipo e a densidade dos tricomas, densidade
de estdbmatos, espessura da cuticula, presenca de cristais e de compostos fendlicos sdo
exemplos de variacdes nas estruturas das plantas (GUTSCHICK, 1999; HANLEY et al.,
2007; KESKIN; KUMRAL, 2015; LIMA; LOPES; CAFE FILHO, 2010; RAKHA et al.,
2017; SHOOROOEI et al., 2018). Exemplo de resisténcia ocorreu em Musa spp., em que
cultivares dessa espécie com menor densidade estomatica, maior espessura da parede da
cuticula, epiderme das folhas, e concentracdes elevadas de metabdlitos secundarios
diminuiram a sobrevivéncia e reproducdo de R. indica (BALZA; VASQUEZ; VALERA,
2015).

Dessa forma, a expressdo da resisténcia de uma planta pode contribuir para a
manutencdo da populacdo do inseto-praga abaixo do nivel de dano econémico, ndo causando
desequilibrio no agroecossistema e ndo promovendo aumento nos custos de producédo, sendo
compativeis com as demais estratégias de controle (LARA, 1991). Portanto, para a avaliacdo
de gendtipos de plantas quanto a resisténcia a um determinado artropode, as condicdes
empregadas nos experimentos devem ser planejadas a fim de que, um genétipo apresente
genes que expressem alguma caracteristica fisica, quimica ou morfologica e se manifeste sob
aquelas condicoes (AOYAMA; LABINAS, 2012).
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Pesquisas relacionadas a resisténcia de plantas a artropodes, bem como qualquer acéo
gue envolva a busca e transferéncia de caracteristicas adaptativas, depende do acesso as fontes
de variacdo a fim de investigar a caracteristica de interesse. Muitas dessas caracteristicas de
interesse sdo encontradas ou buscadas nas variedades locais ou nos materiais selvagens
(DULLOO et al., 2013).

2.4. Controle bioldgico

O uso de inimigos naturais € uma alternativa ecoldgica no controle de pragas
(DEBACH; ROSEN, 1991; SARMENTO et al., 2011; MORAES et al., 2012), uma vez que
estes organismos podem substituir os agrotoxicos ou podem ser empregados como parte de
um programa de manejo integrado de pragas (PARRA, 2002).

Assim, a utilizacdo de &caros predadores para o controle biolégico de pragas apresenta
varias vantagens, como a alta capacidade de busca, mesmo em baixas densidades da presa,
alta reproducdo e habilidade de explorar fontes alternativas de alimentos como pdlen, néctar,
exsudados, entre outras (WEI; WALDE, 1997; FERLA et al., 2011; MORAES et al., 2004).
Desta forma, o controle bioldgico tem sido considerado uma estratégia promissora para
minimizar os danos causados por R. indica (BOWMAN; HOY, 2012; CARRILLO; PENA,
2012; DOMINGOS et al., 2013; MORAIS et al., 2016; PENA; RODRIGUES; CARRILLO,
2009). Diversos inimigos naturais sdo comumente observados em associacdo com essa praga
em cultivos de coqueiro no Brasil (CARRILLO; HOY; PENA, 2014; CARRILLO; PENA,
2012; GONDIM JR et al., 2012; TAYLOR et al., 2012).

Os acaros predadores da familia Phytoseiidae sdo considerados os principais inimigos
naturais de acaros fitofagos, por sua eficiéncia na regulagdo de populacdes de acaros em
varias culturas de importancia econébmica (MCMURTRY; CROFT, 1997). Dentre eles,
Amblyseius caudatus, A. channabasavanni e A. largoensis sdo importantes predadores do
acaro-vermelho-das-palmeiras no mundo (CARRILLO et al., 2012b; CARRILLO; PENA,
2012; DOMINGOS et al., 2013; MORAIS et al., 2016), enquanto A. largoensis, Iphiseiodes
zuluagai Denmark & Muma e Euseius concordis (Chant) sé&o encontrados no Brasil
(GONDIM JR et al., 2012). Esses predadores podem regular os niveis populacionais de R.
indica em campo.

2.5. Oleo essencial para o controle de pragas

Os 0leos essenciais de plantas sdo promissores para o0 controle de diversas pragas.
Originarios do metabolismo secundario de plantas, esses sdo responsaveis pela protecdo
contra patdgenos e herbivoros, estando presentes em estruturas vegetais como: folha, caule,
raiz, flor, fruto e sementes (MIRESMAILLI; ISMAN, 2014; SOUZA et al., 2010). O emprego
de 6leos essenciais no controle de pragas possui vantagens como a rapida degradacao, pouca
persisténcia no ambiente, permitindo menos contaminacfes e tempo de exposicdo para oS
inimigos naturais, menor pressdo de selecdo e resisténcia dos insetos-praga (KHATER, 2012;
LIMA etal., 2013; MIRESMAILLI; BRADBURY:; ISMAN, 2006).

A atividade de 6leos essenciais para 0 controle de pragas vem sendo pesquisada nos
ualtimos 50 anos (ISMAN, 2006; RATTAN, 2010; NERIO et al., 2010). Esses 0leos podem
agir sobre insetos e acaros de diversas maneiras, causando efeitos letais e subletais em
diversos aspectos fisiologicos e comportamentais, a exemplo da longevidade, orientacdo
(atracdo e repeléncia), oviposigdo e fecundidade (ATTIA et al., 2013; ISMAN, 2006; MELO
etal., 2018a; PAVELA et al., 2016; TAK; ISMAN, 2017).

Apesar da eficiéncia de déleos essenciais no controle de pragas, algumas substancias
presentes nos Oleos essenciais podem causar efeitos indesejados a inimigos naturais e a
organismos ndo-alvos (CHOI et al., 2004; MELO et al., 2018a; NDAKIDEMI; MTEI,
NDAKIDEMI, 2016; REGNAULT-ROGER; VINCENT; ARNASON, 2012). A avaliacdo da
compatibilidade de dleos essenciais a inimigos naturais é fundamental para que possam ser
usados no manejo integrado de pragas.
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A constituicdo dos 0leos essenciais é formada por uma ampla variedade de compostos
organicos, principalmente por terpenos (mono e sesquiterpenos), fenilpropanoides, compostos
oxigenados e aromaticos. Assim, a composicao quimica dos 6leos pode variar entre plantas da
mesma espécie, formando assim quimiotipos, e entre espécies diferentes, que s&o
influenciadas por fatores como a genetica, época de colheita, método de extracéo,
armazenamento e manipulagdo do 6leo essencial (ASBAHANI et al., 2015; REGNAULT-
ROGER; VINCENT; ARNASON, 2012; SANTOS et al., 2016). Desta forma, a variacéo
quimica e as interages moleculares tornam a atuacdo dos Oleos essenciais e de seus
constituintes sobre insetos bastante complexa (HUMMELBRUNNER; ISMAN, 2001;
RATTAN, 2010; TAK; ISMAN, 2017; TAK; JOVEL,; ISMAN, 2016; WU et al., 2017).

2.6. Oleo essencial de Lippia gracilis

O alecrim-de-chapada ou alecrim-de-tabuleiro, L. gracilis, é endémico do Nordeste
brasileiro (PRADO et al., 2012) e possui inimeras propriedades medicinais, usadas para
infeccbes na garganta, boca, tratamento de bronquites, dores de cabeca e doencas cutaneas
(GUILHON et al., 2011; MATOS, 1999). Planta arbustiva, com altura variando entre 1 a 2,5
m (SANTOS et al., 2009), L. gracilis € bem ramificada, possui caule quebradico, com folhas
pequenas e flores brancas, ambas arométicas (GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 2011;
LORENZI; MATOS, 2002). Essa espécie € resistente a seca e as altas temperaturas, perdendo
suas folhas somente apds um longo periodo de estiagem (OLIVEIRA et al., 2008), sendo
encontrada predominantemente nos estados da Bahia, Sergipe e Piaui (PRADO et al., 2012).

As folhas de L. gracillis séo ricas em 6leo essencial e tem atividade comprovada sobre
fungos e bactérias (ALBUQUERQUE et al., 2006; CRUZ et al., 2018; MELO et al., 2013;
SILVA et al., 2018). Além disso, o 6leo essencial dessa planta possui atividade comprovada a
diversas pragas, a exemplo de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae), Aceria
guerreronis Keifer (Acari: Eriophyidae), Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera:
Curculionidae); Diaphania hyalinata L. (Lepidoptera: Crambidae) e Biomphalaria
glabrata (Say) (Pulmonata: Planorbidae) (COSTA-JUNIOR et al., 2016; CRUZ et al., 2013;
MELO et al., 2018; MENEZES, 2016; OLIVEIRA et al., 2018; TELES et al., 2010).

O oleo essencial de L. gracilis é constituido principalmente por terpenos, cerca de
80% corresponde a monoterpenos e 18% a sesquiterpenos (SILVA et al., 2008). No entanto,
existem grandes flutuagbes quantitativas dos componentes majoritarios entre plantas da
mesma espécie, que formam os quimiotipos, e L. gracilis é representada por dois
quimiotipos, o timol e carvacrol (ASBAHANI et al., 2015; REGNAULT-ROGER,;
VINCENT; ARNASON, 2012; SANTOS et al., 2016). Os constituintes majoritarios
encontrados no 6leo essencial de L. gracilis sdo os monoterpenos timol e carvacrol, seguidos
por metil timol, p-cimeno, y-terpineno e p-cariofileno (COSTA-JUNIOR et al., 2016; CRUZ
etal., 2018; MELO et al., 2018a; TELES et al., 2010).

O timol, um dos componentes majoritarios do 6leo de L. gracilis, é conhecido por
apresentar efeitos tdxicos e repelentes a diversos insetos e acaros (HUMMELBRUNNER,;
ISMAN, 2001; OLIVEIRA et al., 2018; TAK; ISMAN, 2017; TAK; JOVEL; ISMAN, 2016).
Entretanto, a bioatividade dos 0leos essenciais ndo pode ser atribuida somente ao constituinte
majoritario. Assim, devido & complexidade na composi¢cdo dos Oleos essenciais, as
substancias presentes podem interagir de forma sinérgica, aditiva e antagdnica e atuarem em
mais de um sitio de agdo (PAVELA, 2014; TAK; ISMAN, 2017; WU et al., 2018).
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4. ARTIGO 1
INFESTACAO NATURAL DE Raoiella indica (ACARI: TENUIPALPIDAE) EM
ACESSOS DE COQUEIRO-ANAO

Periodico a ser submetido: Neotropical Entomology

RESUMO

O &caro-vermelho-das-palmeiras, Raoiella indica (Acari: Tenuipalpidae), pode causar grandes
perdas a producdo do coqueiro (Cocos nucifera L.). Dentre as opcbes de controle, a
resisténcia de plantas é a principal estratégia, e em coqueiro, caracteristicas fisicas e
morfologicas podem influenciar o ataque de acaros pragas. Dessa forma, objetivou-se avaliar
a infestacdo natural de R. indica em acessos de coqueiro-ando das subvariedades verde,
vermelha e amarela, bem como a relacdo entre a densidade estomatica desses acessos e a
populacdo do &caro. As avaliacBes da densidade do &caro-vermelho-das-palmeiras foram
realizadas em seis acessos de coqueiro-ando das subvariedades (verde, vermelha e amarela):
Anédo Verde do Brasil de Jiqui (AVeBrJ); Ando Vermelho de Camarbes (AVC); Ando
Vermelho da Malasia (AVM); Ando Vermelho do Brasil de Gramame (AVG); Ando Amarelo
do Brasil de Gramame (AAG) e Ando Amarelo da Malasia (AAM) no Banco Internacional de
Germoplasma de Coco para América Latina e Caribe (ICG-LAC), localizado no campo
experimental da Embrapa em lItaporanga D’Ajuda-SE. A infestacdo de R. indica foi
influenciada pelas subvariedades coqueiro-ando, de modo que o acesso AVeBrJ (verde)
apresentou menores densidades populacionais em comparacdo com AAG (amarelo) e AVG
(vermelho). Adicionalmente, o nimero de ovos e formas ativas nos acessos de coqueiro-anao
ndo foram correlacionados com a densidade de estomatos das plantas avaliadas, o que
contrasta com a hipotese de aumento da populacdo dessa praga com o namero de estdmatos.
Portanto, o acesso verde (AVeBrJ) possui caracteristica de resisténcia a R. indica, sendo o
menos infestado em condicGes de infestacdo natural da praga.

Palavras-chave: Cocos nucifera, acaro-vermelho-das-palmeiras, resisténcia de plantas, cor,
densidade estomatica.
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NATURAL INFESTATION OF Raoiella indica (ACARI: TENUIPALPIDAE) IN
DWARF COCONUT ACCESSIONS

ABSTRACT

Red palm mite, Raoiella indica (Acari: Tenuipalpidae), can cause considerable losses to
coconut production (Cocos nucifera L.). Plant resistance is the main strategy applied to
control this mite. The physical and morphological characteristics of the coconut can influence
the attack of pest mites. This study aimed to evaluate the natural infestation of R. indica in
dwarf coconut accessions of the green, red, and yellow subvarieties, as well as the relationship
between the stomatal density of these accessions and the mite population. The red palm mite
density was evaluated in six dwarf coconut accessions of the following subvarieties (green,
red, and yellow): Brazilian Green Dwarf Jequi (BGDJ); Cameroon Red Dwarf (CRD);
Malayan Red Dwarf (MRD); Brazilian Red Dwarf Gramame (BRDG); Brazilian Yellow
Dwarf Gramame (BYDG); and Malayan Yellow Dwarf (MYD) at the International Coconut
Germplasm Bank for Latin America and the Caribbean (ICG-LAC), located in the
experimental field of Embrapa, in Itaporanga D'Ajuda, SE. R. indica infestation was
influenced by the dwarf coconut subvariety. Thus, the BGDJ (green) accession had lower
population densities when compared with BYDG (yellow) and BRDG (red) accessions.
Additionally, the number of eggs and active stages of R. indica found in the dwarf coconut
accessions was not correlated with the stomatal density, which contrasts with the hypothesis
that the population density increases with the increase in the number of stomata. Therefore,
the green accession (BGDJ) has characteristic of resistance to R. indica, being the least
infested under natural infestation of the pest.

Key-words: Cocos nucifera, red palm mite, plant resistance, color, stomatal density.
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4.1. Introducao

O éacaro-vermelho-das-palmeiras, Raoiella indica Hirst (Acari: Tenuipalpidae), é
considerado uma das principais pragas da cultura do coqueiro (Cocos nucifera L.) em
diversos paises (Kane et al. 2012). Por ser uma praga polifaga, ataca outras palmeiras, plantas
ornamentais e bananeiras (Carrillo et al. 2012; V&squez et al. 2014; Otero-Colina et al. 2016).
Esse acaro se alimenta por meio da insercéo de seu aparelho bucal nos estdmatos, interferindo
diretamente na fotossintese e respiracdo das plantas atacadas (Ochoa et al. 2011; Beard et al.
2012).

Baseado nos prejuizos que R. indica pode causar aos cocoicultores, a investigacdo de
plantas resistentes € uma importante estratégia para 0 manejo dessa praga. O uso de materiais
resistentes ao ataque de &caros pode contribuir para a diminuicdo dos custos de producdo
devido a menor utilizacdo de acaricidas, e para a preservacdo dos organismos nao-alvo,
beneficiando o agricultor, o consumidor e 0 meio ambiente (Vieira et al. 2017). Além disso,
em programas de melhoramento genético do coqueiro-ando, informacgdes cientificas sobre
resisténcia a pragas sdo escassas.

A resisténcia de plantas é baseada em caracteristicas herdadas e classificada como
antixenose, antibiose e tolerancia (Smith 2005). Assim, a variedade menos utilizada pela
praga para alimentacdo, oviposicdo ou abrigo, apresenta resisténcia por ndo preferéncia ou
antixenose. A antibiose ocorre quando a variedade exerce efeito adverso sobre a biologia da
praga, enquanto que a tolerancia é definida pela ocorréncia de poucos danos em comparagao
com outras, sob o mesmo nivel de infestacdo (Lara 1991; Valaddo et al. 2012; Vieira et al.
2017; Shoorooei et al. 2018).

Para se proteger das ameacas bioldgicas causadas pelo ataque de herbivoros, varias
estruturas presentes nas folhas das plantas sdo capazes de influenciar a interacdo entre
artrépodes com seus hospedeiros. O tipo e a densidade de tricomas, a densidade de estdmatos,
espessura da cuticula, presenca de cristais e de compostos fendlicos sdo exemplos de
variagdes nas estruturas das plantas (Gutschick 1999; Hanley et al. 2007; Lima et al. 2010;
Balza et al. 2015; Keskin & Kumral 2015; Rakha et al. 2017; Shoorooei et al. 2018). Além
disso, as caracteristicas fisicas das plantas como a cor, forma e tamanho também predizem a
suscetibilidade da planta ao ataque de pragas (Smith 2005; Powell et al. 2006).

Desta forma, caracteristicas morfoldgicas e fisicas dos acessos de coqueiro-ando
podem influenciar a infestacdo de R. indica. Por exemplo, R. indica se alimenta via estbmatos
das plantas hospedeiras (Ochoa et al. 2011) e o nUmero dessas estruturas pode variar intra e
interespecificamente (Salisbury 1928; Ceolin et al. 2007; Solangi et al. 2010), portanto é de
se esperar que a densidade de estdbmatos esteja correlacionada com populagdes de R. indica.

Além disso, a cor dos acessos de coqueiro-ando das subvariedades verde, amarela e
vermelha pode influenciar a suscetibilidade ao ataque de pragas e doengas (Silva et al. 2017;
Silva et al. 2018), assim € possivel que a infestacdo de R. indica também varie em funcdo da
cor desses acessos. Desta forma, objetivou-se avaliar a infestacdo natural de R. indica em
acessos de coqueiro-ando das subvariedades verde, vermelha e amarela, bem como a relacédo
entre a populacéo do acaro com a densidade estomatica dos acessos de coqueiros.

4.2. Materiais e Métodos

4.2.1. Area experimental

As avaliagdes da densidade do &caro-vermelho-das-palmeiras foram realizadas em seis
acessos de coqueiro-ando das subvariedades verde, vermelha e amarela: Ando Verde do Brasil
de Jiqui (AVeBrJ); Ando Vermelho de Camarbes (AVC); Ando Vermelho da Maléasia
(AVM); Ando Vermelho do Brasil de Gramame (AVG); Ando Amarelo do Brasil de
Gramame (AAG) e Andao Amarelo da Malasia (AAM) do Banco Internacional de
Germoplasma de Coco para América Latina e Caribe (ICG-LAC), no Campo Experimental de
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Itaporanga D’Ajuda-Sergipe (11°07'40"S e 37°11'15"0) pertencente a Embrapa Tabuleiros
Costeiros (Figura 1). Os coqueiros avaliados tém 13 anos de idade e séo cultivados em
Neossolo quartzarénico, com espacamento de 7,5 x 7,5 x 7,5 m em triangulo equilatero,
dispostos em blocos inteiramente casualizados, com cinco repeticGes e 96 plantas em cada
bloco (Silva et al. 2018).

4.2.2. Avaliacdo da densidade populacional de R. indica

Contagens do nimero de ovos e formas ativas de R. indica (larvas, ninfas e adultos)
em cada acesso de coqueiro-ando foram realizadas em fevereiro, marco e abril de 2017. Para a
avaliacdo, oito foliolos de quatro folhas foram coletados na regido mediana de 15 plantas,
escolhidas aleatoriamente por bloco para cada acesso. A face abaxial dos foliolos, onde os
acaros se localizam, foi revestida por fita crepe branca (50mm x 50m), para evitar sua fuga.
Em seguida, o material foi etiquetado, acondicionado em sacos plasticos e transportado para o
laboratério. Para contagem dos &caros foram utilizados dois campos de leitura por foliolo,
com area de 1,8 cm?, separados a 30 cm de distancia.

Para avaliar o nimero de ovos e formas ativas de R. indica, anélises de aninhamento
hierarquico (Anova, nested design) (Sokal & Rohlf 1995) foram utilizadas. O fator principal
foi a cor das subvariedades de coqueiro-ando (verde, amarela e vermelha), enquanto os
acessos foram os fatores aninhados dentro das cores. Para a cor, os dados foram ajustados ao
modelo ndo linear generalizado (GNLM), com distribuicdo de Poisson. O nimero de ovos
entre os acessos AAM e AAG foram comparados pelo teste t-Student, e Anova seguida por
Tukey para identificar as diferengas entre os acessos AVC, AVM e AVG. Para formas ativas
de R. indica, Anova ndo paramétrica de Kruskal Wallis, seguida por teste U de Man-whitney
foram utilizadas para comparar os acessos da cor amarela, e Anova seguida por Tukey para
identificar diferencas entre os acessos da cor vermelha, utilizando o software Statistica 7.0
(StatSoft 2004).

4.2.3. Densidade estomatica

A avaliacdo da densidade estomatica dos acessos de coqueiro-ando foi realizada
utilizando os foliolos da avaliagdo da densidade de R. indica, porém com selecdo de 10
foliolos (repeti¢bes) para cada acesso, totalizando 60 foliolos. Para confeccdo das laminas
foram utilizados fragmentos de 3 cm dos foliolos, cortados entre a margem e a nervura
principal, seguindo a metodologia de Aradjo et al. (2013). As laminas histoldgicas foram
montadas obtendo-se a impressdo da epiderme foliar abaxial através de uma gota de adesivo
instantaneo universal éster de cianoacrilato (Super Bonder®) (Ceolin et al. 2007). Em
seguida, para determinar o nimero de estbmatos, as laminas foram observadas numa area de
impressdo foliar de 1 mm? e fotografadas em um modelo de estereomicroscépio SMZ 1270 da
Nikon, com camera Nikon DS-Fi2, acoplado ao sistema NIS-Elementes BR imaging software,
usando ampliacdes de 8 vezes do estereomicroscépio, por 2 vezes 0 aumento da lente da
camera. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas
pelo teste de LSD (P<0,05), utilizando o software Statistica 7.0 (StatSoft 2004). Os nameros
de ovos e formas ativas foram relacionados com o numero de estdmatos, por meio de analise
de correlagéo de Pearson, utilizando o software Statistica 7.0 (StatSoft 2004).

4.3. Resultados

O numero de ovos e formas ativas de R. indica foram influenciados pelas cores dos
acessos de coqueiro-ando (verde, amarela e vermelha) com menores densidades populacionais
no acesso AVeBrJ de cor verde (ovos: F267 = 3,98; df = 2, P = 0,031; formas ativas: F2 267 =
24,02 df = 2; P<0,001) (Figura 2A e B). Os acessos de cor amarela e vermelha apresentaram
densidades semelhantes de ovos, porém, dentre os coqueiros amarelos, 0 menor nimero de
ovos foi encontrado no acesso AAG (t = 5,93; df = 2; P = 0,027; Figura 3A). Para 0 nimero
de formas ativas de R. indica, acessos de coqueiros vermelhos se aproximaram tanto do
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coqueiro verde (AVG), menos atacado, como dos coqueiros amarelos (AVC), com maior
densidade da praga (F2,13=5,12; df = 132; P = 0,007; Figura 3B).

A densidade de estdbmatos diferiu entre os acessos de coqueiro-ando (Fsss = 5,62;
P<0,001; Figura 4), de modo que o maior e menor nimero de estdbmatos foram registrados
nos acessos AVeBrJ (214,73 + 5,58 estomatos mm?) e AAG (173,67 + 6,5 estdmatos mm?),
respectivamente (Figura 5A e B). No entanto, ndo houve correlacdo entre a densidade
estomatica e o nimero de ovos e formas ativas de R. indica (ovos: r = -0,47; formas ativas: r =
-0,37, P>0,05).

4.4. Discussao

A diferenca entre a suscetibilidade dos acessos de coqueiro-ando ao ataque de R.
indica, observadas em campo, levou a investigacdo das possiveis caracteristicas associadas a
resisténcia dessas plantas. O acesso AVeBrJ da subvariedade verde de coqueiro-ando
apresentou mecanismo de resisténcia ao acaro-vermelho-das-palmeiras, haja vista que foi o
menos infestado (menor nimeros de ovos e formas ativas) em condi¢cdes naturais. Neste
acesso também houve menor abundancia de cigarrinhas Oecleus sp. (Cixiidae), possiveis
vetoras de fitoplasmas (Silva et al. 2018). No entanto, 0s acessos das subvariedades vermelha
(AVC) e amarela (AAM), mais suscetiveis a R. indica, também foram mais suscetiveis as
doencas lixa grande Camarotella acrocomiae (Mont.) e lixa pequena, Camarotella
torrendiella (Batista) (Silva et al. 2017). Possivelmente, as caracteristicas morfologicas, como
0 numero e padrdo de distribuicdo das folhas, arquitetura da planta, comprimento do limbo
foliar, ceras epicuticulares, espessura da cuticula e dureza dos tecidos da subvariedade de
coqueiro verde (AVeBrJ) podem dificultar a alimentacdo e oviposicdo de R. indica,
caracterizando resisténcia por ndo preferéncia (antixenose). Similarmente, clones de
seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. ex. Adr. de Juss.) Miell Arg] com menor densidade
populacional dos &caros Calacarus heveae Feres (Eriophyidae) e Tenuipalpus heveae Baker
(Tenuipalpidae) e baixos niveis de desfolnamento foram considerados resistentes por nao
preferéncia e/ou antibiose (Vieira et al. 2017). Em teste de escolha de R. indica por espécies
de Musa, trés materiais genéticos provenientes do grupo Cavendish possuem caracteristicas
ndo identificadas de resisténcia por ndo preferéncia (Rodrigues & Irish 2012).

Os componentes quimicos presentes nas plantas (alcaloides, fenois, terpenoides e entre
outros) produzidos através do metabolismo secundario podem atuar como inibidores da
alimentacdo ou oviposicao e afetar a biologia dos acaros (Miresmailli & Isman 2014; Balza et
al. 2015), o que pode ser outra possivel explicacdo para os resultados encontrados neste
estudo. Um fator importante a ser considerado é que uma planta pode apresentar uma ou mais
caracteristica de resisténcia ao ataque da praga (Boica Junior et al. 2016; Shoorooei et al.
2018). A importancia de estudos quanto as caracteristicas que influenciam a defesa das
plantas sdo de extrema necessidade para correta compreensdo da interagdo entre planta-
herbivoro.

Em foliolos de C. nucifera foram identificados abundéancia de idioblastos contendo
compostos fendlicos (taninos em maior parte) distribuidos no parénquima palicadico,
parénquima lacunoso, feixes vasculares e na nervura primaria, bem como a presenca de
cristais de oxalato de calcio nos idioblastos (Aradjo et al. 2013). Assim, a possivel presenca
de compostos fendlicos e cristais de oxalato de célcio nas folhas do coqueiro-ando, podem
conferir resisténcia do tipo antibiose e afetar negativamente a biologia de R. indica.

O potencial reprodutivo de R. indica foi afetado por algumas espécies nativas de
plantas da familia Arecaceae, Astrocaryum aculeatum, A. maripa, A. rosea, Bactris gasipae,
B. maraja, Euterpe guineensis, E. oleraceae, E. precatoria e Oenocarpus bataua, levando a
populacdo testada a extin¢do. Desta forma, essas espécies possuem caracteristicas que estéo
relacionadas a fatores de defesa da planta (Gémez-Moya et al. 2017), que podem ser do tipo
antibiose, uma vez que afetaram a biologia dos acaros.
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Neste estudo, as densidades de estdmatos dos acessos de coqueiro-ando das
subvariedades ndo explicaram a relacdo entre 0 menor nimero de &caros e a maior densidade
de estdmatos. No entanto, em cultivares de Musa spp., a menor densidade estomatica,
associada & maior espessura da parede da cuticula e da epiderme, e as maiores concentraces
de metabdlitos secundarios observadas nas folhas, determinaram a menor taxa de
sobrevivéncia e reproducdo de R. indica (Balza et al. 2015). Contrariamente, em arecaceas,
diferencas nas caracteristicas anatdmicas, espessura da epiderme da cuticula, profundidade e
espessura do mesdfilo, indice e densidade estomatica ndo sdo causas de impedimento para a
alimentacdo de R. indica. A quantidade de metabdlitos secundarios encontrados nas plantas,
como alcaloides, flavonoides e fenois, foram os fatores que influenciaram a sobrevivéncia e
oviposicdo de R. indica (Vasquez et al. 2015).

O conteudo nutricional das plantas, condic¢fes de cultivo, déficit hidrico e o acesso aos
locais de alimentacdo de um hospedeiro devem ser levados em consideracao na infestacao de
R. indica (Moutia 1958; Ochoa et al. 2011). Outro aspecto importante é que a alimentacdo
deste acaro é influenciada pela abertura e fechamento dos estématos, uma vez que nao
conseguem se alimentar de hospedeiros com essa estrutura fechada (Beard et al. 2012).

Portanto, para trabalhos futuros, a perspectiva é a realizacdo de experimentos voltados
a preferéncia alimentar, biologia do &caro, assim como uma melhor avaliagdo do
comportamento dos estdmatos e a quantificacdo dos compostos envolvidos na defesa do
coqueiro-ando. A exploracdo de todas as possiveis caracteristicas tanto do coqueiro-andao
verde (mais resistente), como dos coqueiros amarelos e vermelhos (mais suscetiveis) poderdo
explicar melhor a resisténcia para exploracéo por programas de melhoramento genético.
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Figura 1. Localizagdo dos acessos de coqueiro-ando no Banco de Germoplasma
Itaporanga D’Ajuda, Sergipe (Silva et al. 2018).
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Figura 5. Vista frontal da face abaxial de foliolos de acessos com maior (AVeBrJ; A) e menor
(AAG; B) densidade de estdmatos. Imagens obtidas por meio da impressdo da epiderme
utilizando cola (fotos de microscopia, aumento 8x). Escala: 100 um.
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5. ARTIGO 2

ATIVIDADE ACARICIDA DO OLEO ESSENCIAL DE Lippia gracilis
(VERBENACEAE) E SEU COMPOSTO MAJORITARIO SOBRE Raoiella indica
(ACARI: TENUIPALPIDAE) E COMPATIBILIDADE A Amblyseius largoensis
(ACARI: PHYTOSEIIDAE)

Periodico a ser submetido: Experimental and Applied Acarology

RESUMO

O é&caro-vermelho-das-palmeiras, Raoiella indica Hirst (Acari: Tenuipalpidae), € uma praga
severa que pode causar danos a diversas espécies de plantas, incluindo as culturas do cogueiro
e da bananeira. Oleos essenciais de plantas s&o bioativos contra diversas pragas agricolas e
geralmente seletivos para artropodes ndo-alvo. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
eficiéncia do Oleo essencial de Lippia gracilis (Verbenaceae), bem como seu composto
majoritario (timol), sobre R. indica, e compatibilidade ao acaro predador Amblyseius
largoensis (Acari: Phytoseiidae), um dos principais agentes de controle bioldgico desta praga.
As concentrages letais (CL) do 6leo essencial do genotipo LGRA-106 de L. gracilis e do seu
composto majoritario (timol) foram estimadas para fémeas de R. indica. Posteriormente,
avaliou-se a persisténcia do efeito toxico e os efeitos subletais do Oleo essencial na
sobrevivéncia e oviposicdo de R. indica. Embora a CLso (4,995 mg/mL) do éleo essencial do
gendtipo LGRA-106 de L. gracilis estimada a R. indica foi menor que a CLso (9,028 mg/mL)
do timol, ndo houve diferenca na toxicidade. Esse 6leo teve mortalidade aguda a R. indica na
primeira hora apés aplicacdo, com efeito residual perdido ap6s 9 horas. Ademais, o Oleo
causou reducdo na sobrevivéncia e reproducdo de R. indica, mas foi tdxico ao acaro predador.
Portanto, o 6leo essencial de L. gracilis € promissor para 0 manejo de R. indica.

Palavras-chave: acaro-vermelho-das-palmeiras. acaricida botanico. inimigo natural. efeitos
subletais
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ACARICIDAL ACTIVITY OF Lippia gracilis VERBENACEAE) ESSENTIAL OIL AND ITS
MAJOR COMPOUND ON Raoiella indica (ACARI: TENUIPALPIDAE) AND THEIR
COMPATIBILITY WITH Amblyseius largoensis (ACARI: PHYTOSEIIDAE)

ABSTRACT

Red palm mite, Raoiella indica Hirst (Acari: Tenuipalpidae), is a severe pest that can damage
several plant species, including coconut and banana crops. Plant essential oils are bioactive
against several agricultural pests and are usually selective for non-target arthropods. This
study aimed to evaluate the efficiency of Lippia gracilis (Verbenaceae) essential oil and its
major compound (thymol) against R. indica, and their compatibility with the predatory mite
Amblyseius largoensis (Acari: Phytoseiidae), one of primary biological control agents of this
pest. Lethal concentrations (LC) of the essential oil of the L. gracilis genotype LGRA-106
and its major compound (thymol) were estimated on R. indica females. Subsequently, the
persistence of the toxic effect and sublethal effects of the essential oil on the survival and
oviposition of R. indica were evaluated. The LCso (4.995 mg/mL) of the L. gracilis genotype
LGRA-106 estimated on R. indica was lower than the LCso (9.028 mg/mL) of thymol;
nevertheless, no difference was detected for their toxicity. This oil presented an acute
mortality to R. indica within the first hour after spraying; however, the residual effect was lost
after nine hours. In addition, the oil reduced the survival and reproduction of R. indica, but it
was toxic to the predatory mite. Therefore, the essential oil of L. gracilis is promising for the
management of R. indica.

Key-words: red palm mite. botanic acaricide. natural enemy. sublethal effects
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5.1. Introducéo

Os oOleos essenciais sdo formados por uma ampla variedade de compostos organicos
produzidos através do metabolismo secundario de plantas, principalmente monoterpenos e
sequiterpenos, que sdo encontrados em diferentes concentracdes e podem, individualmente ou
em sinergismo, promover efeitos letais e subletais a diversas pragas (Miresmailli e Isman
2014; Pavela et al. 2016; Tak e Isman 2017; Wu et al. 2017; Mar et al. 2018). Além disso, sdo
compostos altamente volateis, com baixa persisténcia no meio ambiente e, geralmente, menor
toxicidade para organismos ndo-alvos (Miresmailli e Isman 2006; Khater 2012; Lima et al.
2013; Tak e Isman 2017).

Apesar da sua eficiéncia no controle de pragas, algumas substancias presentes no 6leo
essencial podem apresentar efeitos indesejados a inimigos naturais e a organismos ndo-alvos
(Choi et al. 2004; Regnault-Roger et al. 2012; Ndakidemi et al. 2016; Melo et al. 2018). Isso
acontece principalmente devido a grande complexidade e interagbes quimicas entre 0s
constituintes dos Oleos essenciais e sua relacdo com as variadas respostas bioldgicas que
podem causar aos artropodes (Rattan 2010).

Dentre os 6leos essenciais investigados, o de Lippia gracilis Schauer (Verbenaceae)
possui atividade bactericida, fungicida, leishmanicida, carrapaticida e inseticida, sendo sua
eficiéncia atribuida aos quimiotipos timol e carvacrol (Albuquerque et al. 2006; Silva et al.
2008; Cruz et al. 2013, 2018, Melo et al. 2013, 2018). O timol, um dos componentes
majoritarios do 6leo de L. gracilis, é conhecido por possuir efeitos tdxicos e repelentes a
diversos insetos e acaros (Oliveira et al. 2018; Tak et al. 2016). Dessa forma, o 6leo essencial
de L. gracilis e seu composto majoritario timol podem ser utilizados no manejo integrado de
pragas, sendo que existem poucos trabalhos quanto a atividade acaricida desse 6leo.

O acaro-vermelho-das-palmeiras, Raoiella indica Hirst (Acari: Tenuipalpidae) é
considerado uma das mais importantes pragas para a cultura do coqueiro (Cocos nucifera L.)
em diversos paises. Entretanto, por ser uma praga polifaga, ataca outras palmeiras, plantas
ornamentais e bananeiras (Carrillo et al. 2012; Vasquez et al. 2014; Otero-Colina et al. 2016).
Os danos causados por R. indica interferem diretamente na fotossintese, respiracdo e
producdo das plantas atacadas (Beard et al. 2012, Pefia 2013). As folhas exibem
amarelecimento severo, necrose e ressecamento (Hoy et al. 2006).

As estratégias de controle para R. indica que estdo sendo investigadas séo resisténcia
de plantas (Rodrigues e Irish 2012; Balza et al. 2015), controle biolégico (Carrillo e Pefia
2012; Pefa et al. 2009) e o controle quimico (Assis et al. 2013; Rodrigues e Pefia 2012).
Dentre essas, 0 controle biolégico € promissor por possibilitar a regulacdo de R. indica, visto
que, acaros predadores da familia Phytoseiidae sdo comumente encontrados em associacao
com essa praga em cultivos de coqueiro (Gondim Jr et al. 2012; Moraes et al. 2012; Taylor et
al. 2012; Carrillo et al. 2014). Entre esses, Amblyseius largoensis (Muma) (Acari:
Phytoseiidae) é o mais relatado associado a R. indica (Pefia et al. 2009; Bowman e Hoy 2012;
Carrillo e Pefia 2012; Domingos et al. 2013; Morais et al. 2016).

Diante deste contexto e visando a utilizacdo das diversas formas de controle dentro do
manejo integrado de pragas, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a bioatividade do 6leo
essencial de L. gracilis, bem como o seu composto majoritario timol no controle de R. indica
e a sua compatibilidade ao acaro predador A. largoensis.

5.2. Materiais e Métodos

5.2.1. Obtencéo de R. indica e A. largoensis

Teliocrisalidas de R. indica foram coletadas em foliolos de coqueiro infestados
oriundos de Aracaju-SE (10°57'03,3"S, 37°03'07,4"0), e deixadas durante 48 horas em tubos
plasticos transparentes (52 cm de comprimento x 5,5 cm de didmetro), colocados em potes de
vidro com &gua na base para manter a turgescéncia do foliolo e garantir a alimentacdo dos
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acaros até a emergéncia de fémeas adultas, assim padronizando a idade dos acaros utilizados
nos experimentos.

A col6nia do acaro predador A. largoensis foi iniciada com individuos coletados de
foliolos de coqueiro-ando procedentes do mesmo local de coleta de R. indica. A identificacdo
do &caro foi realizada por meio de chaves taxonémicas pela Dr.2 Ester Azevedo do Amaral, e
0s espécimes foram depositados na colecdo da Universidade do Estado do Maranhéo
(UEMA), S&o Luis-MA. Os acaros foram mantidos em laboratério (temperatura de 27,0 +
3,0°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo natural) em arenas confeccionadas em
pedacos de PVC preto (22 cm de comprimento x 12 cm de largura) sobre uma espuma de
poliuretano (24 cm de comprimento X 14 cm de largura x 3,0 cm de espessura) saturada com
agua destilada em uma bandeja plastica (24 cm de comprimento x 14,5 cm de largura x 5,3
cm de profundidade). Ao redor do PVC foi colocada uma camada de algoddo hidrdfilo
umedecido com agua destilada para evitar a fuga dos acaros. Fios de algoddo recobertos com
uma laminula (18 x 18 mm) foram colocados sobre as arenas para servir de abrigo e local de
oviposicdo. Os acaros foram alimentados a cada dois dias com polen de taboa, Typha
domingensis (Typhaceae), todos os estadios de desenvolvimento de R. indica e mel a 10%.

5.2.2. Oleo essencial e composto timol

O oleo essencial do genotipo LGRA-106 de L. gracilis foi cedido pelo Laboratorio de
Recursos Genéticos Vegetais e Oleos Essenciais da Universidade Federal de Sergipe (UFS).
O material vegetal utilizado na extracdo do 6leo essencial foi coletado no més de outubro de
2015, proveniente de plantas cultivadas na Fazenda Experimental “Campus Rural da UFS”
(11°00"S, 37°12"0), em S&o Cristovao-SE.

A extracdo do 6leo essencial e a composicdo foram realizadas por Menezes (2016).
Seguindo a metodologia descrita por Ehlert et al. (2006), a extracdo do 6leo essencial do
genotipo LGRA-106 de L. gracilis foi realizada por hidrodestilagdo em aparelho Clevenger
modificado. A analise da composicdo do 6leo foi realizada utilizando Cromatografia Gasosa,
acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) e Detector I6nico de Chamas (CG/EM/DIC),
por meio do equipamento GCMSQP2010 Ultra (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo),
equipado com um amostrador de injecdo automatica AOC-20i (Shimadzu). Os componentes
do 6leo essencial do genotipo LGRA-106 de L. gracilis foram identificados com base na
comparacao dos indices de retencdo da literatura (Adams 2007). Para o indice de retencéo foi
utilizada a equacdo de Van Den Dool e Kratz (1963) em relagdo a uma série homologa de n-
alcanos (nC9-nC18). Também foram utilizadas trés bibliotecas do equipamento (WILEYS,
NIST107 e NIST21) que permitiram a comparacdo dos dados dos espectros com aqueles
constantes das bibliotecas, utilizando um indice de similaridade de 80%.

A composicdo do 6leo essencial revelou a presenca majoritaria de timol (52,41%),
seguida por metil timol (10,81%), (E)-cariofileno (8,36%), p-cimeno (7,16%), e y-terpineno
(5,56%), além de menores quantidades de mirceno (3,20), 1,8-cineol (2,91), a-terpineno
(1,26), o-tujeno (1,18), carvacrol (0,87), terpinen-4-ol (0,67), biciclogermacreno (0,61),
limoneno (0,53), linalol (0,52), 6xido de cariofileno (0,52), viridiflorol (0,52), a-pineno
(0,49), a-humuleno (0,43), (E)-4-tujanol (0,33), a-terpineol (0,22), sabineno (0,21), B-pineno
(0,21), aromadendreno (0,17), espatulenol (0,15), (Z)-B-ocimeno (0,14), 3-5-careno(0,13), a-
E-bergamoteno (0,12), a-felandreno (0,11), &-elemeno (0,11) e acetato de timol (0,10)
(Menezes 2016). O timol foi adquirido da Sigma-Aldrich® (Steinheim, Germany) com 98%
de pureza.

5.2.3. Toxicidade do 6leo essencial e do composto majoritario

As concentrag0es letais (CL) do 6leo essencial do genotipo LGRA-106 de L. gracilis e
do composto majoritario timol foram estimadas para fémeas adultas de R. indica, com base
em bioensaios de concentragdo-mortalidade. Para tal, 20 fémeas de R. indica (1-2 dias da
emergéncia) foram transferidas com auxilio de um pincel fino para arenas (1,8 cm de
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diametro) confeccionadas com pedacos de foliolos de coqueiro (2 cm de largura x 8 cm de
comprimento), colocados em placas de Petri (9 cm de didmetro x 1,3 cm de profundidade) e
cobertos por uma mistura de 5% de agar (agar bacteriologico puro), 0,3% de metilparabeno
(Nipagim™) como fungicida e agua destilada. As arenas (unidade experimental) foram
abertas com o auxilio de um vazador, expondo a epiderme do foliolo (Oliveira et al. 2017). A
pulverizacdo do 6leo essencial e do composto majoritario foram realizadas por meio de uma
torre de Potter (Burkard, Rickmansworth, Reino Unido) a uma presséo de 0,34 bar (34 kPa)
com uma aliquota de pulverizagio de 9,3 mL, e deposicdo de 1,7 mg/cm?, a qual esta de
acordo com protocolo da IOBC/WPRS (Hassan et al. 1994). As concentracfes foram
selecionadas ap0s bioensaios preliminares, situadas entre a maior concentragdo que ndo causa
mortalidade (limite inferior) e a menor concentracdo que ocasiona 100% de mortalidade
(limite superior) para R. indica. Cinco concentra¢es do 6leo essencial do gendtipo LGRA-
106 de L. gracilis (2,6; 4,5; 6,3; 8,1; 11,7 mg/mL) e do composto majoritario timol (6,0; 9,0;
12,0; 16,0; 18,0 mg/mL) foram utilizadas nos bioensaios. Para o controle, arenas foram
pulverizadas com acetona, que também foi usada em 10 mL para dissolver e diluir o 6leo e o
composto timol, respectivamente, para todas as concentracfes (Sena-filho et al. 2017). Apoés a
pulverizacdo, as arenas foram cobertas com filme de PVC transparente e mantidas em BOD
(27 + 3 °C, umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de 12 h). A mortalidade dos &caros
foi avaliada apds 24 h de exposicdo e foram considerados mortos quando incapazes de se
mover por uma distancia equivalente ao seu corpo (Stark et al. 1997).

5.2.4. Persisténcia do 6leo essencial

A persisténcia do 6leo essencial do genotipo LGRA-106 de L. gracilis a R. indica foi
avaliada utilizando a CLgs (13,75 mg/mL), estimada no bioensaio anterior, em delineamento
inteiramente casualizado, com sete repeti¢fes para cada tempo avaliado. Para tal, 20 fémeas
de R. indica foram transferidas para arenas pulverizadas apo6s 1, 3, 6, 9 e 12 horas. O
tratamento controle foi pulverizado com acetona. A mortalidade foi registrada apos 24 horas
da transferéncia dos acaros.

5.2.5. Efeito subletal na sobrevivéncia e oviposic¢éo de R. indica

As curvas de sobrevivéncia foram determinadas avaliando a mortalidade de R. indica
expostas a CLos e a CLso. O experimento foi conduzido de acordo com a metodologia dos
bioensaios de toxicidade. Foram realizadas dez repeticdes utilizando 20 fémeas adultas de R.
indica para os dois tratamentos. A mortalidade de R. indica foi avaliada a cada 3 h nas
primeiras 24 horas, a cada 6 h para 48 horas e acima disso, a cada 12 horas até o final do
experimento, quando a mortalidade do controle atingiu 100%.

Na avaliacdo do efeito subletal do 6leo na oviposicdo, 50 fémeas adultas de R. indica
foram isoladas em arenas e expostas a CLsg e controle (acetona). A avaliacdo foi realizada a
cada 12 horas, contabilizado o nimero de ovos por fémea ao longo de 12 dias.

5.2.6. Toxicidade do 6leo essencial ao predador

A toxicidade do Oleo essencial do genotipo LGRA-106 de L. gracilis ao acaro
predador A. largoensis foi avaliada com base na mortalidade. As CLso e CLgs, estimadas para
R. indica foram utilizadas na avaliacdo da toxicidade para A. largoensis. O experimento foi
inteiramente casualizado, com seis repeti¢es para cada concentragdo. As concentragdes letais
foram pulverizadas através de uma torre Potter (como descrito em bioensaios anteriores) em
arenas confeccionadas com discos de PVC (4,5 cm de diametro) contendo dez fémeas do
acaro predador (com 8 a 10 dias de idade). As arenas foram mantidas sobre uma espuma de
poliuretano (4,5 cm de diametro x 2,5 cm de espessura) saturada com agua destilada em um
recipiente plastico (5 cm de didmetro x 4 cm de profundidade). As fémeas do predador foram
alimentadas com polen de taboa colocado sobre pedagos de PVC transparente de 0,5 cm?,
para evitar o contato com o 6leo. Os acaros foram mantidos em BOD (27 = 3 °C, umidade
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relativa de 70 £ 10% e fotoperiodo de 12 h), e a mortalidade foi avaliada apds 24 horas,
conforme descrito anteriormente no bioensaio de toxicidade.

5.2.7. Analises estatisticas

As concentracdes letais do 6leo essencial do genotipo LGRA-106 de L. gracilis e do
timol foram estimadas por meio das andlises de Probit, utilizando o procedimento Proc
PROBIT do programa SAS (SAS 2013). A razdo de toxicidade foi estimada pelo valor da
CLso do timol dividida pela CLso do dleo essencial do genétipo LGRA-106 de L. gracilis, e 0s
limites de confianca de 95% dessas estimativas foram considerados significativamente
diferentes (P<0,05) se ndo incluissem o valor 1 (Robertson et al. 2007). Os dados de
mortalidade do 6leo essencial em efeito persisténcia foi comparada com o controle pelo teste
de t-Student (dados normais), e o teste U de Mann-Whitney (dados ndo paramétricos)
utilizando o software Statistica 7.0 (StatSoft 2004). A avaliacdo da sobrevivéncia foi
analisada pelo estimador de Kaplan-Meier e as curvas comparadas pelo teste de Log-rank
usando o SigmaPlot v. 12.0 (Systat Software 2008). O nimero de ovos por fémea/total e ovos
por fémea/dia do &caro-vermelho-das-palmeiras R. indica exposto a CLsg do 6leo essencial do
gendtipo LGRA-106 de L. gracilis e o controle (acetona) foram comparados pelo teste ndo
paramétrico U de Mann-Whitney, utilizando o software Statistica 7.0 (StatSoft 2004).

A mortalidade do éleo essencial do genotipo LGRA-106 de L. gracilis ao predador A.
largoensis, foi analisada por meio de Anova e as médias comparadas pelo teste de Tukey
(P<0,05), utilizando o software Statistica 7.0 (StatSoft 2004).

5.3. Resultados

5.3.1. Toxicidade do 6leo essencial e do composto majoritario

Embora a CLso do 6leo essencial do gen6tipo LGRA-106 de L. gracilis, estimada a R.
indica (CLso: 4,995 mg/mL), tenha sido menor que a CLso do composto timol (CLso: 9,028
mg/mL), ndo houve diferenca na toxicidade (Tabela 1).

5.3.2. Persisténcia do 6leo essencial

A CLgs (13,750 mg/mL) do 6leo essencial de L. gracilis teve mortalidade aguda a R.
indica na primeira hora ap6s aplicacdo (CLgs - 48% de mortalidade, controle = 0,83%;
P<0,0039). O efeito acaricida do 6leo essencial foi perdido totalmente apds 9 horas da
aplicagédo, semelhante ao tratamento controle (Fig. 1).

5.3.3. Efeito subletal na sobrevivéncia e oviposic¢éo de R. indica

A sobrevivéncia de fémeas de R. indica foi afetada pelas concentracdes subletais do
dleo essencial do genotipo LGRA-106 de L. gracilis (teste log-rank: y?> = 323,87; df = 2,
P<0,0001) (Fig. 2). O numero total de ovos por fémeas de R. indica foi reduzido (CLso: 3,04
+ 1,72; controle: 11,90 £ 2,41; n = 50; U = -8,6; P<0,0001), assim como o nimero de ovos
por dia (CLso: 0,25 + 21,14; controle: 0,99 £ 0,20), quando foram expostas a CLso do 6leo
essencial.

5.3.4. Toxicidade do 6leo essencial ao predador

A CLso (4,995 mg/mL) e CLgs (13,750 mg/mL) do 6leo essencial do genétipo LGRA-
106 de L. gracilis estimadas para R. indica causaram mortalidade ao acaro predador A.
largoensis (CLso: 48,33 = 3,07%; CLgs: 100%; controle: 3,33 £+ 2,10; F215 = 505,4; df = 2;
P<0,0001) (Fig. 3).

5.4. Discusséo
A bioatividade de 6leos essenciais geralmente é atribuida a alguns compostos, porém,
com a complexidade de sua composicdo, esses podem interagir de forma sinérgica, aditiva e
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antagbnica e atuar em mais de um sitio de acdo. Dessa forma, a interacdo entre compostos
pode resultar em uma bioatividade acentuada do Oleo essencial em comparacdo com oS
componentes isolados (Hummelbrunner e Isman 2001; Wu et al. 2017; Tak et al. 2016; Tak e
Isman 2017). Neste estudo, a semelhanca entre a toxicidade do o6leo essencial e do timol
indica que a toxicidade do Oleo essencial do genotipo LGRA-106 de L. gracilis ocorre
principalmente por esse composto. Porém, a interacdo do timol com componentes
minoritarios provavelmente também influencia a toxicidade do 6leo.

Estudos com o6leos essenciais de L. gracilis revelaram que o timol isoladamente teve
acao mais lenta na sobrevivéncia de larvas de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Pyralidae) e
maior CLso a Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae) em comparagdo com
esse Oleo. Assim, compostos minoritarios presentes no o6leo de L. gracilis podem
desempenhar papel importante na potencializacdo da ac¢éo do timol (Cruz et al. 2013; Melo et
al. 2018).

O timol pode causar inibicdo da enzima acetilcolinesterase e consequentemente a
superestimulacdo dos neurdnios em insetos (Jukic et al. 2007, Anderson e Coats 2012). Outro
local de atuacdo do composto fendlico timol € como modulador alostérico para os receptores
do GABA (&cido gama-aminobutirico) de insetos, que atua nos canais de cloro CI, inibindo o
sistema nervoso (Tong e Coats 2010). Os receptores RDL ativados pelo GABA desempenham
papel na neurotransmissdo e agdo inseticida, mas os mecanismos pelos quais esse composto
modula as respostas ainda nédo sdo totalmente compreendidos (Price 2014).

A mortalidade aguda do 6leo essencial a R. indica na primeira hora apos aplicacédo
possivelmente ocorreu pela acdo neurotdxica de seu composto majoritario. Porém, como os
Oleos essenciais sdo volateis, o efeito toxico foi perdido com o tempo. Além disso, a rapida
oxidacgéo dos seus compostos monoterpénicos e 0 tempo de meia vida de dissipagédo do timol,
influenciam a persisténcia do 6leo (Kim et al. 2003; Hu e Coats 2008; Regnault-Roger et al.
2012). Estudos comprovam que existem volateis com alta eficiéncia inseticida e persisténcia
muito baixa, devido a mortalidade aguda causada nas primeiras horas (Miresmailli e Isman
2006; Moharramipour et al. 2009; Mansour e Abdel-Hamid 2015; Bett et al. 2017). Embora a
persisténcia da atividade inseticida dos Oleos essenciais seja atribuida a sua composicao
quimica, a sensibilidade da praga alvo aos compostos ativos também pode influenciar
(Obeng-Ofori et al. 1997; Chiasson et al. 2004; Ngamo et al. 2007), aléem do modo de
aplicagdo. Portanto, a estimativa da toxicidade residual de um inseticida contra uma praga
fornece informacgdes sobre por quanto tempo o inseticida permanece eficaz contra o ataque
subsequente da praga (Chiasson et al. 2004).

Os oleos essenciais, além de apresentarem os efeitos letais, também sdo capazes de
afetar a longevidade, orientacdo (atracdo e repeléncia) e oviposi¢édo de diversas pragas (Silva
et al. 2013; Pavela et al. 2016; Tak e Isman 2017). Dessa forma, a sobrevivéncia de R. indica
foi afetada pelas concentracfes subletais do 6éleo essencial de L. gracilis, indicando efeito na
longevidade dos acaros. Resultados similares foram obtidos para D. hyalinata, em que o 6leo
essencial de L. gracilis causou efeito subletal na sobrevivéncia de suas larvas (Melo et al.
2018). Além disso, a CLso do 6leo essencial de L. gracilis reduziu significativamente o
numero de ovos de R. indica, como o acaro-vermelho-das-palmeiras é uma praga com um alto
potencial reprodutivo (Carrillo e Pefia 2012), uma fémea pode colocar de 1 a 6 ovos/dia e, em
média, 160 ovos ao longo do seu ciclo (Moutia 1958; Flores-Galano et al. 2010), compostos
que interfiram na sua reproducdo podem ser promissores para seu controle.

O efeito toxico causado pela CLso e a CLos do Gleo essencial ao &caro predador A.
largoensis ndo limita o uso do 6leo essencial do gendtipo LGRA-106 de L. gracilis para o
controle do &caro-vermelho-das-palmeiras; uma vez que, o 6leo essencial possui baixa
persisténcia residual. Produtos com atividade residual de curto prazo sdo também compativeis
com o uso de agentes no controle biologico (Van Lenteren e Woets, 1988), sendo que, em
condicBes naturais, as chances do predador entrar em contato com a substancia sao reduzidas.
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5.5. Conclusoes

O oleo essencial do genotipo LGRA-106 de L. gracilis é promissor para o controle de
R. indica, por seus efeitos toxicos e subletais. Além disso, o efeito tdxico sobre o predador,
ndo impossibilita 0 uso do éleo no manejo integrado de pragas, por sua baixa persisténcia.
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Tabela 1. Concentraces letais (CL) (mg/mL) do éleo essencial do genotipo LGRA-106 de
Lippia gracilis e de seu composto majoritario (timol) a Raoiella indica.

n ¥ P CLos CLso CLos RT
(95% IC) (95% IC) (95% IC) (CLso)
L. gracilis 800 5,986 0,112 3,297 4,995 13,750 -
(2,914-3,634) (4,628-5,358) (12,002-16,452)
Timol 800 3,853 0,277 6,198 9,028 22,590 1,81

(5,457-6,829) (8,379-9,635) (20,026-26,559) (1,80-1,82)

n: ndmero de individuos x* qui-quadrado; IC: intervalo de confianca; RT: razdo de
toxicidade.
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Figura 1. Persisténcia do efeito acaricida do 6leo essencial do genétipo LGRA-106 de Lippia
gracilis a Raoiella indica. Médias em cada tempo foram comparadas pelo teste U de Mann-
Whitney (P<0,05).
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Figura 2. Curvas de sobrevivéncia de fémeas adultas de Raoiella indica expostas as CLos e
CLso do oOleo essencial do genotipo LGRA-106 de Lippia gracilis (teste de log-rank,
P<0,001).
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Figura 3. Taxa de mortalidade do acaro predador Amblyseius largoensis exposto ao 6leo
essencial do gendtipo LGRA-106 de Lippia gracilis. Médias foram comparadas pelo teste de
Tukey (P<0,05).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O acesso da coloracdo verde (AVeBrJ) proporcionou menor influéncia ao ataque do
acaro-vermelho-das-palmeiras, enquanto os demais acessos da coloracdo vermelha e amarela
apresentam maior grau de suscetibilidade. No entanto, a densidade estomética ndo explicou a
populacdo de acaros encontrada nos acessos de coqueiro-ando. Desta forma, mais estudos
sobre as caracteristicas dos acessos de coqueiro-ando das subvariedades devem ser levados
em consideracdo para identificar os fatores que tornam as plantas resistentes ou suscetiveis a
R. indica.

O oleo essencial do genotipo LGRA-106 de L. gracilis e seu composto majoritario
(timol) possuem bioatividade a R. indica. O 6leo essencial possui alta toxicidade a praga e
baixa persisténcia residual, possibilitando seu uso no manejo dessa praga. Assim, as medidas
de controle avaliadas neste trabalho podem ser utilizadas no manejo integrado de R. indica.



