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RESUMO

Entre os organismos que sdo considerados pragas do cafeeiro, destacam-se 0s &caros, sendo 0
principal o &caro-vermelho-do-cafeeiro Oligonychus ilicis (McGregor, 1917) (Acari:
Tetranychidae). Esse artropode esta presente nas principais regides produtoras de café do
Brasil, como os estados de Minas Gerais, S&o Paulo e principalmente na regido do estado do
Espirito Santo, principal estado produtor do café Conilon. O ataque desse &caros geralmente
ocorre em reboleira, podendo atingir toda a lavoura. Existem inimigos naturais associados a
essa praga, como o acaro Euseius concordis (Chant, 1959) (Acari: Phytoseiidae) porém, o
controle quimico, com o uso de acaricidas sintéticos, vem sendo o método mais utilizado para
o controle. No entanto, pesticidas sintéticos podem provocar impactos negativos ao ambiente
e a0 homem se utilizados de maneira incorreta, e por isso, sS40 necessarias pesquisas que
visem obter outras medidas de controle mais eficazes e com menor impacto ambiental.
Visando minimizar os efeitos indesejaveis dos pesticidas sintéticos, o controle de pragas com
Oleos de origem vegetal vem se constituindo uma alternativa promissora, de baixo custo e
segura para os aplicadores e consumidores. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar a bioatividade de Gleos essenciais provenientes de plantas das familias Lauraceae,
Lamiaceae, Myrtaceae e Rutaceae para acaro fitofago O. ilicis; eleger os 6leos essenciais mais
promissores e caracteriza-los quimicamente através de CG-EM e avaliar os efeitos dos 0leos
essenciais e compostos majoritarios sobre o acaro predador E. concordis. Foi testado
inicialmente todos os 6leos na concentracdo de 10 mg/ml, na repeléncia houve um destaque
nos Oleos do género Citrus spp. enquanto na aplicacao tdpica os 6leos promissores foram o0s
de Cinnamomum cassia (canela) e de Thymus vulgaris (tomilho), seus componentes quimicos
majoritarios foram o cinamaldeido <E> e orto-cimeno/carvacrol respectivamente. As
concentragdes letais mostram que o 0leo de T. vulgaris (CLso = 3,2 mg/ml ) foi mais toxico do
que o Oleo de C. cassia (CLsp = 4,9 mg/ml ), e em parametros extras: toxicidade residual,
efeito ovicida, toxicidade fumigante e em imaturos esses 6leos também se mostraram efetivos.
Os ensaios de toxicidade mostraram que o composto cinamaldeido <E> foi o responsavel pela
atividade acaricida do dleo de C. cassia, jd4 0 composto carvacrol ndo teve desempenho
acaricida, sugerindo que exista sinergismo entre os componentes do 6leo de T. vulgaris para
que ocorra a toxicidade. Os Oleos essenciais de C. cassia e T. vulgaris e 0S compostos
majoritarios testados ndao foram seletivos ao acaro predador E. concordis, sugerindo assim que
técnicas de manejo sejam estudadas e implementadas para o controle adequado da praga sem
afetar o organismo ndo-alvo, assim como estudos futuros devem focar no modo de acdo
dessas substancias para contribuir com 0 manejo integrado de pragas do cafeeiro.

Palavras-chave: Cafeeiro. Artropodes pragas. Inimigo natural. Oleo essencial. Controle e
seletividade.



ABSTRACT

Among the organisms that are considered coffee pests, the most important are the mites, the
main one is the coffee mite Oligonychus ilicis (McGregor, 1917) (Acari: Tetranychidae). This
arthropod is present in the main coffee producing regions of Brazil, such as the states of
Minas Gerais, S80 Paulo and mainly in the region of Espirito Santo state, the main producing
state of Conilon coffee. The attack of these mites usually occurs in the field, reaching the
entire crop. There are natural enemies associated with this pest, such as the mite Euseius
concordis (Chant, 1959) (Acari: Phytoseiidae), however, chemical control, has been the most
used method for control. However, synthetic pesticides can cause negative impacts on the
environment and man if used incorrectly, and therefore, research is needed to obtain other
more effective control measures with less environmental impact. In order to minimize the
undesirable effects of synthetic pesticides, pest control with plant oils has become a
promising, low-cost and safe alternative for users and consumers. Thus, the objective of the
present study was to evaluate the bioactivity of essential oils from plants of the Lauraceae,
Lamiaceae, Myrtaceae and Rutaceae families for phytophagous mite O. ilicis; select the most
promising essential oils and characterize them chemically through GC-MS and evaluate the
effects of essential oils and major compounds on the predatory mite E. concordis. All oils
were initially tested at a concentration of 10 mg / ml, in repellency there was a highlight in
oils of the genus Citrus spp. while in topical application the promising oils were
Cinnamomum cassia (cinnamon) and Thymus vulgaris (thyme), its major chemical
components were cinnamaldehyde <E> and ortho-cymene / carvacrol respectively. Lethal
concentrations show that T. vulgaris oil (LCso = 3.2 mg / ml) was more toxic than C. cassia
oil (LCso = 4.9 mg / ml), and in extra parameters: residual toxicity, ovicidal effect, fumigant
toxicity and in immature these oils were also effective. The toxicity tests showed that the
cinnamaldehyde compound <E> was responsible for the acaricidal activity of the C. cassia
oil, whereas the carvacrol compound did not have an acaricidal performance, suggesting that
there is synergism between the components of the T. vulgaris oil for it to occur toxicity. The
essential oils of C. cassia and T. vulgaris and the major compounds tested were not selective
to the predatory mite E. concordis, thus suggesting that management techniques be studied
and implemented for the adequate control of the pest without affecting the non-target
organism, as well as future studies should focus on the mode of action of these substances to
contribute to the integrated management of coffee pests.

Keywords: Coffee tree. Pest arthropods. Natural enemy. Essential oil. Control and selectivity.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A diversidade de substancias ativas provenientes do metabolismo secundario de plantas
tem motivado o desenvolvimento de diversas pesquisas envolvendo extratos, 6leos vegetais e
6leos essenciais, tendo em vista suas diversificadas atividades biol6gicas e seu importante
papel no processo de desenvolvimento de novos produtos botanicos (SILVA, 2014). Os 6leos
essenciais e os alcaloides, por exemplo, sdo 0 grupo de compostos que possuem um maior
nimero de substancias biologicamente ativas, dentre os metab6litos secundarios sintetizados
pelos vegetais. Pode-se mencionar que aproximadamente 60% dos 6leos essenciais possuem
atividades antifungicas e 35% exibem propriedades antibacterianas (SANTOS et al., 2010) e
mais de 80% mostram algum efeito em artropodes (SANINI et al., 2017).

Referente ao manejo de pragas e doencas a utilizacdo de Oleos essenciais tem sido
estudada como alternativa aos pesticidas quimicos sintéticos, visando assim a diminuic¢do do
uso de tais substancias e dos problemas relacionados ao seu uso irracional. Oleos essenciais
sdo liquidos oleosos e volateis que sdo obtidos de diferentes partes do vegetal. Em literatura
observa-se um grande numero de trabalhos relacionados ao estudo de 6leos essenciais que
apresentam comprovada atividade acaricida, inseticida, fungicida e até no controle de plantas
espontaneas (MOREIRA et al., 2005; SILVA et al., 2010; MASSAROLLLI et al., 2016).

Entre as culturas que se destacam devido sua importancia econémica e social destaca-se a
cafeicultura. A cafeicultura é uma das praticas agricolas mais produtivas e competitivas na
América Latina, Africa e Asia, representando importante fonte de renda para esses paises. De
acordo com a Companhia Nacional do Abastecimento (CONAB, 2019), é oportuno mais uma
vez destacar que, o Brasil é responsavel por um terco de toda a producdo mundial de cafe.

Entretanto, entre os fatores que oneram a producdo cafeeira destacam-se 0s acaros
fitofagos. A vista disso, e em funcéo da escassez de informacdes & respeito do efeito de 6leos
essenciais sobre acaros fitéfagos na cultura do cafeeiro, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a toxicidade de Oleos essenciais de plantas provenientes das familias
Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae e Rutaceae ao acaro-vermelho-do-cafeeiro Oligonychus
ilicis e ao predador Euseius concordis, bem como avaliar o perfil metabdlico dos 6leos
essenciais que apresentaram maior toxicidade. Desta forma, os resultados obtidos poderdo

contribuir para o avanco de técnicas de manejo sustentaveis na cultura cafeeira, bem como
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para a formulagdo de novos produtos boténicos visando o controle de pragas e a possivel

seletividade aos inimigos naturais.

1.1  Comercializacao de 6leos essenciais para uso agricola

Os Oleos essenciais de plantas tém uma longa historia de utilizacdo na inddstria de
fragréncias e aromaterapia, e foi exatamente pelo sucesso nestes ramos que esse mercado foi
expandido e atualmente abrange diversos setores. Embora existam relatos de um uso
tradicional e histérico de algumas plantas como repelentes e inseticidas, até o final dos anos
90 quase ndo havia conhecimento sobre a biotividade de materiais provindos de plantas sobre
organismos, muito menos comercializagédo (ISMAN et al., 2011).

Com o passar do tempo, 0leos essenciais e vegetais foram ganhando espago na agricultura,
e atualmente pesquisas vém fomentando o conhecimento relacionado ao controle de
artropodes pragas. Este indice de pesquisas possui um aumento significativo, e um dos
motivos para isto é o fato de que nos Estados Unidos a Lei Federal de Inseticidas, Fungicidas
e Rodenticidas (FIFRA) reconhece uma disposi¢ao através de uma lista “Lista 25b — Produtos
Isentos” onde inclui 6leos de origem vegetal que sdo considerados como “Geralmente
Seguros”, muitos deles utilizados como aditivos alimentares, e que também podem ser
utilizados entdo, como ingredientes ativos em formulacfes de pesticidas sem a inspecao e
aprovacdo da Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) (US Environmental Protection Agency,
2019). Os oleos apresentados nesta lista, que inclui também alguns metabdlitos secundarios
como eugenol, geraniol e propionato de 2-fenetil, tendem e ser muito explorados com a
finalidade de produzir base para inseticidas, fungicidas, e herbicidas. Por serem compostos de
origem boténica, sdo isentos de fiscalizacdo e de todos processos pertinentes ao seu
desenvolvimento, economizando a fabricantes milhdes de dolares que seriam necessarios ao
levantamento de dados toxicoldgicos e anos exigidos para a revisdo, inspecao e aprovacao
pela EPA.

Nesse contexto pode-se destacar a ECOSMART Technologies (EUA), que trata-se de uma
empresa com lideranca mundial em mercado e producdo de pesticidas a base de Oleos
essenciais e vegetais. A principal estratégia desta empresa € investir ndo s6 no controle de

pragas agricolas, mas também em vetores que inferem no comprometimento a salde publica e
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ectoparasitas de animais, e isso s6 é permitido pelo amplo espectro de acdo dos Oleos
essenciais e vegetais contra os mais diversos artropodes (ISMAN, 2000).

Vaérios inseticidas botanicos vém sendo registrados tendo como base de composi¢cdo 0s
6leos essenciais e seus compostos. No Canada, por exemplo, foram registrados dois
inseticidas contendo 6leo de tomilho e gualtéria, os quais tém como principal composto ativo
o salicilato de metila. Na Africa do Sul foi desenvolvido um inseticida e fungicida contendo
50% do 6leo de laranja em sua composi¢cdo. Seguindo a mesma vertente e na mesma marca,
na Europa se é comercializado produtos com até 60% de 6leo essencial de Citrus onde 6leos
essenciais do género sdo os Unicos permitidos para utilizagdo no continente. A China é um
dos paises que possui maior quantidade de inseticidas botanicos disponiveis, englobando 0s
compostos eucaliptol (1,8-cineol) provindos de Oleos essenciais de plantas do género
Eucalyptus e também com base 0leos de canfora, fungicidas a base de eugenol e carvacrol
também podem ser encontrados no pais. O 6leo essencial de Eucalyptus spp. e outras plantas
da familia Myrtaceae podem ser encontrados em outros paises em diferentes formulacdes para
o controle de artropodes pragas, como por exemplo india e Australia. No Brasil e no restante
do continente americano o 6leo de alho vem sendo utilizado como ingrediente ativo
importante em alguns inseticidas de alta efetividade (PITON et al., 2014; ISMAN, 2015).

Embora os 6leos essenciais sejam eficazes quando aplicados instantaneamente, seus
efeitos geralmente se dissipam de uma forma rapida (TRONGTOKIT et al., 2005). Esse fato
provavelmente estd relacionado a sua alta volatilidade, uma propriedade que pode ser
melhorada através do desenvolvimento de nanoformulacGes que sdo capazes de manter 0s
ingredientes ativos na folha e no inseto por um periodo maior de tempo, além de aumentar a
efetividade destes componentes quimicos e diminuir a fitotoxicidade possibilitando assim,

uma melhor efetividade em condicdes de campo (NERIO et al., 2010).

Dado o exposto torna-se evidente o grande potencial para a comercializacdo de 6leos
essenciais e pesquisas relacionadas, os quais podem, no contexto do manejo integrado de
pragas, oferecer alternativas de controle e compatibilidade entre diferentes métodos, e

construir possivelmente agrossistemas ambientalmente viaveis.

1.2 Seletividade de compostos a inimigos naturais

Segundo a FAO (2014) o termo pesticida se refere a qualquer substancia ou mistura de

substancias quimicas, podendo elas serem naturais, sintéticas ou ingredientes bioldgicos com
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a finalidade de repelir, regular o crescimento ou controlar qualquer praga ou plantas.
Atualmente, na agricultura os pesticidas mais utilizados sdo os herbicidas, inseticidas e
fungicidas, seguidos por acaricidas, nematicidas e outros menos utilizados, essa variagao
nominal varia de acordo com os diferentes grupos de organismos alvo (CARVALHO, 2017).

De uma forma geral os pesticidas podem atuar de forma antagOnica em organismos nédo
alvo, podendo afetar direta ou indiretamente sua sobrevivéncia e/ou desenvolvimento. Caso a
atuacdo dessas substancias surgirem efeito no organismo alvo, pragas, e ndo tiverem efeito
nos predadores temos entdo o conceito de seletividade, que nada mais é do que a combinacgéo
de toxicidade de um pesticida e a probabilidade de efeito sob o contato, portanto, podendo
ocorrer variagfes significativas entre os diferentes grupos de artrépodes (BROWN, 1989;
BOTIAS et al,. 2016). As diferentes espécies de artropodes podem diferir em sua
suscetibilidade devido a sensibilidade ao composto, penetracdo, desintoxicagéo, e capacidade
de excregdo, entre outros fatores que podem resultar em toxicidade fisioldgica diferencial
(WINTERINGHAM, 1969; CROFT, 1990; RANDS & WHITNEY, 2011).

A suscetibilidade diferencial, também denominada seletividade fisiolégica a um
composto, € utilizada como indice de seletividade e pode ser determinada por meio da
comparacgdo dos valores das concentraces letais (CLsoe CLgg), ou pela comparacdo de curvas
de mortalidade, encontrados para a praga e para o inimigo natural (STANLEY e PREETHA,
2016). Com base nessa seletividade fisioldgica, alguns pesticidas sdo denominados como
ecologicamente corretos e de risco reduzido. Um fator interessante que deve ser levado em
consideracdo é o fato de que alguns pesticidas que ndo mostram seletividade fisiologica em
experimentos laboratoriais, podem se tornar seletivos por meio do modo de aplicacdo no
ambiente. Entretanto isso ndo faz deles um produto ecologicamente correto, mas podem ser
funcionalmente iguais aos que séo, esse fator é considerado pela literatura como seletividade
ecoldgica, que consiste na manipulacdo de aplicacdo ou do ambiente, para atingir o
organismo-alvo sem afetar o ndo alvo, um exemplo classico é utilizar inseticidas em iscas
armadilhas para algumas pragas, onde apenas ela sera atraida (KIM et al., 2018). A
seletividade pode também ser obtida através da resisténcia constituida pelo tempo a uma
determinada populacdo de insetos que sofrem algum tipo de influéncia, e que os tornam mais
resistentes (RODRIGUES et al., 2013).

Quanto aos bleos essenciais e outros compostos naturais botanicos, devido a sua falta de
capacidade de persisténcia no ambiente, eles tendem a ser compativeis com a maioria dos
agentes de controle bioldgico, ndo restringindo apenas a insetos, mas sim como outros

artropodes, fungos e bactérias, além da seguridade em outros organismos como peixes,
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animais selvagens e humanos. Em contrapartida, essas substancias sdo ditas como menos
eficazes comparado a pesticidas convencionais, devido a sua capacidade alta de volatilizagéo
em condigBes ambientais, é exigido taxas de aplicaces maiores e mais frequentes, técnicas de
manejo adequadas e especificidade na aplicagdo (MIRESMAILLI, 2006; MAGGI E
BENELLI, 2018; PAVELA et al., 2019).

O impacto dos acaricidas sintéticos aos &caros predadores da familia Phytoseiidae j& foi
relatado (BOZHGANI et al., 2018). No entanto, ndo ha estudos que avaliaram os efeitos dos
6leos essenciais e componentes quimicos em O. ilicis e em seu predador E. concordis.
Investigando os efeitos de alguns 6leos essenciais em Tetranychus urticae (Koch) (Acari:
Tetranychidae) e Neoseiulus Californicus (McGregor) (Acari: Phytoseiidae) Han et al. (2010)
ndo encontraram diferencas significativa na toxicidade para os &caros pragas e predadores.
Recentemente, Ribeiro et al. (2016) e Born et al. (2018) relataram que o predador N.
californicus era mais tolerante aos 6leos de Piper marginatum Jacq. (Piperaceae) e Lippia
gracillis Schauer (Verbenaceae) do que a praga T. urticae.

1.3 A cultura do cafeeiro

O café € uma das bebidas mais consumidas no mundo e o Brasil é o segundo maior
consumidor e o primeiro produtor mundial de café. A cafeicultura é uma das praticas
agricolas mais produtivas e competitivas na América Latina, Africa e Asia, representando
importante fonte de renda para esses paises. De acordo com a Companhia Nacional do
Abastecimento (CONAB, 2019), é oportuno mais uma vez destacar que, o Brasil €
responsavel por um terco de toda a producdo mundial de café. As regides cafeeiras se
encontram principalmente nos estados da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Parana, Rio de
Janeiro, Rondbnia e Sdo Paulo, sendo que, Minas Gerais destaca-se como maior produtor
(31,5 milhdes de sacas de arabica e 335,8 mil sacas de conilon) predominando a espécie
arabica (Coffea arabica L.) com 98,8%. Tem-se observado, desde 2004, um decréscimo da
area plantada no Brasil, em torno de 13%, porém, a producdo de café de 2004 a 2019
apresentou nUmeros crescentes, e é constatado que esse crescimento € resultado de um manejo
adequado de pragas e doengas relacionadas a cultura (PEREIRA et al., 2017; CONAB, 2019).

Dentre as pragas que oneram a producdo cafeeira o bicho-mineiro do cafeeiro Leucoptera
coffeella (Guérin- Méneville & Perrottet, 1842) (Lepidoptera: Lynetidae) e a broca-do-café

Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae) sdo as mais
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importantes. Contudo, o &caro-vermelho-do-cafeeiro O. ilicis ja foi referido como a segunda
praga em importancia para o cafeeiro Conillon no estado do Espirito Santo (INSTITUTO
BIOLOGICO, 2012).

Visto que, atualmente, o método quimico é o mais utilizado no controle de pragas na
cultura cafeeira, faz-se necessario o uso de pesticidas seletivos aos predadores que se
encontram associados ao cultivo (REIS; ZACARIAS, 2007; SILVA et al., 2010). O controle
biol6gico com o uso de &caros predadores pertencentes principalmente a familia Phytoseiidae
para o controle de acaros-praga em cafeeiro € uma alternativa viavel para a sustentabilidade
do sistema agricola, pois possibilita a reducdo de gastos com acaricidas, protecdo do meio
ambiente e salide de todos os envolvidos na cadeia produtiva agricola (SATO et al., 2016). De
acordo com Parra et al. (2002), o controle biolégico € de extrema importancia em programas
de manejo integrado de pragas (MIP), principalmente quando se idealiza uma agricultura mais
sustentavel. Acaros predadores, principalmente do género Euseius spp. sdo frequentemente
encontrados associados a &caros fitofagos em cafeeiro, assim como em vegetacdes nativas
(FERLA; MORAES, 2002). Na cultura cafeeira o controle biologico aplicado ainda é uma
barreira a ser vencida, e por isto a manutencao de acaros predadores de ocorréncia natural por
meio do manejo correto da cultura, sombreamentos, manutencéo de vegetacao nativa, manejo
de entrelinhas e incluindo a utilizacdo de produtos fitossanitarios seletivos, sdo de suma

importancia para a sustentabilidade do sistema agricola (FREITAS et al., 2006).

1.4 Acaro-vermelho-do-cafeeiro (O. ilicis)

Dentre inmeras pragas que ocorrem em cultivos de cafeeiro, o &caro-vermelho-do-
cafeeiro O. ilicis é o principal acaro-praga presente na cultura, e pode causar danos
econémicos significativos. Embora ndo seja considerado praga-chave, pode causar sérios
danos a cultura, provocando a reducéo da producdo e da qualidade da bebida, quando atinge
grande infestacdo (FRANCO et al., 2009). Esta espécie vive na superficie superior das folhas,
que quando atacadas apresentam-se recobertas por uma delicada teia, tecida pelo proprio
acaro, onde aderem detritos e poeira, dando as folhas um aspecto de sujeira (REIS;
ZACARIAS, 2007). Para se alimentar na superficie superior das folhas, esse artropode perfura
as células e absorve parte do contetdo celular. Em consequéncia, as folhas perdem o brilho
natural e tornam-se bronzeadas. O ataque geralmente ocorre em reboleira, mas pode atingir

toda a lavoura. Em periodos de seca, com estiagem prolongada, podem causar desfolha das
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plantas; ja em lavouras novas, ainda em formacdo, as plantas podem apresentar seu
desenvolvimento retardado e comprometer gravemente a producdo (REIS; ALVES; SOUZA,
1997; MINEIRO et al., 2008).

Seus ovos possuem a caracteristica de serem avermelhados e arredondados, assim como as
larvas que além de diminutas, diferem dos adultos por apresentarem trés pares de pernas,
enquanto os adultos e ninfas sdo octépodes. O dimorfismo sexual na espécie é dado pelo
tamanho e forma, 0os machos apresentam a estrutura do idiossoma afinalada e pernas mais
longas, as fémeas além de serem consideravelmente maiores, apresentam um formato geral
arredondado (REIS; ZACARIAS, 2007). O ciclo total de ovo — adulto é em média de 11,7
dias, para fémeas e machos, resultando em uma longevidade média de 23,5 dias (FRANCO et
al., 2008).

O método mais utilizado para o controle desta praga é o uso de produtos fitossanitarios
sintéticos, porem, o habito de permanéncia deste acaro na superficie foliar favorece o controle
mecanico eventual de sua populacdo através de chuvas prolongadas e extensas (REIS;
ZACARIAS, 2007; ABREU et al., 2014). Quanto a eficiéncia de controle de inseticidas
boténicos para a espécie, sdo escassos 0s trabalhos, sendo relatado apenas alguns extratos
vegetais, como Annona squamosa L. (Annonaceae), Calendula officinalis L. (Asteraceae),
Coffea arabica L. (Rubiaceae), Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae), Nepeta cataria L.
(Lamiaceae) e Ricinus communis L. (Euphorbiaceae) que foram eficientes no controle por
aplicacdo topica e efeito residual (POTENZA et al,. 2005; CARVALHO et al,. 2008).

1.5 O predador E. concordis

A familia Phytoseiidae é a familia de acaros predadores mais abundante em plantas, e
algumas espécies de acaros do género Euseius (Phytoseiidae) ja foram relatadas como
predadoras eficazes, atuando no controle bioldgico de alguns de insetos e acaros fitofagos em
diversos cultivos, sendo até mesmo comercializados por algumas empresas no mundo
(CARRILLO et al. 2015). E. concordis € uma das espécies deste género que mostrou
resultados satisfatérios no controle de acaros fitofagos em algumas culturas (MARQUES et
al. 2015). No Brasil, além dos relatos e dos estudos em pomares de citros, essa espécie tem
sido encontrada em cafeeiro, variando em nimero de uma regido para outra. O &caro E.

concordis tem sido consideravelmente abundante nos cafezais de Minas Gerais e de Sao
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Paulo, também sendo encontrado em vegetacdo natural que ocorre aos arredores dessa cultura
(DEMITE et al. 2014).

A preservagdo dos inimigos naturais presentes em um cultivo é importante para
programas 0 manejo ecoldgico de pragas, principalmente a espécies de inimigos naturais que
ndo sdo estritamente predadoras, e utilizam fontes alimentares de outra vertentes, como polen,
néctar e exsudados de plantas; os &caros do género Euseius spp. foram classificados em
McMurtry et al. (2013) como acaros predadores generalistas do tipo 1V. A busca e capacidade
de alimentacdo ndo restritiva destes inimigos naturais fazem com que 0S mesmos se
mantenham no ambiente sem a presenca de presas, variando sua dindmica populacional de
acordo com a principal fonte energética utilizada (GOLEVA; ZEBITZ 2013).

Os aspectos bioldgicos deste predador sdo variaveis e pouco estudados, uma fémea
adulta por exemplo pode consumir durante sua vida uma média de 351 ovos ou 302 formas
jovens do acaro-da-mancha-anular-do-cafeeiro Brevipalpus phoenicis (Geijskes) (Acari:
Tenuipalpidae) (SILVA; SATO; OLIVEIRA, 2012). Quanto a taxa de oviposi¢do, Moraes e
Lima (1983) verificaram em condicGes laboratoriais que a taxa média diaria foi de 1,7; 2,1; e
0,05 ovos por fémeas quando alimentado com Aculops lycopersici (Massee) (Acari:
Eriophydae), pdlen de mamoneira, R. communis, e com Tetranychus evansi (Baker &
Pritchard) (Acari: Tetranychidae) respectivamente.

Acaros da familia Phytoseiidae apresentam alta capacidade predatoria a acaros fitfagos
da familia Tetranychidae (FANTINOU et al., 2012; FARAZMAND et al. 2012). Para o
controle de O. ilicis, o predador E. concordis se mostrou eficiente em muitos parametros de
controle, como alto indice de predacdo de imaturos e adultos e busca pela presa (SILVEIRA
et al., 2020). Né&o se tem relatos da toxicidade de inseticidas botanicos sobre o inimigo natural

E. concordis.
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RESUMO

Foi verificada a bioatividade de 13 dleos essenciais contra o &caro-vermelho-do-cafeeiro,
Oligonychus ilicis. Os 0leos de Cinnamomum cassia e Thymus vulgaris apresentaram
resultados similares ao acaricida registrado para a cultura, abamectina, com 100% de
mortalidade apds 72h de aplicacdo. Destaca-se que as concentracdes letais medianas (CLsp)
foram de 4,9 mg/ml e 3,2 mg/ml respectivamente. Além disso, 0os mesmos 0leos tiveram
resultados acaricidas satisfatrios em outros métodos de exposicao, tais como fumigacao,
contato residual e atividade ovicida. Através de analises por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa por (CG-EM) o cinnamaldehyde <E> foi identificado como
composto majoritario no 6leo de C. cassia. Ao passo que no 6leo de T. vulgaris o orto-
cymene e carvacrol foram detectados como componentes majoritarios. Quando a substancia
pura cinnamaldehyde <E> foi submetida ao ensaio com O. ilicis a toxicidade foi equivalente
ao Oleo de C. cassia, ja para o composto carvacrol, sua toxicidade foi menor do que a
detectada ao 0leo de T. vulgaris, o que sugere que para o0 0leo de canela a bioatividade seja de
responsabilidade do composto majoritario e para o 0leo de tomilho exista outras substancias
ativas. Os 6leos de C. cassia, T. vulgaris e os compostos cinnamaldehyde <E> e carvacrol se
mostraram toxicos também ao predador Euseius concordis. Assim 0s 6leos provenientes de C.
cassia e T. vulgaris apresentam-se promissores para serem empregados no controle de O.
ilicis, entretanto ndo ha seletividade ao inimigo natural E. concordis sugerindo entdo, que
técnicas de manejo sejam implementadas a fim de ndo prejudicar o organismo nao-alvo.

Palavras-chave: Acaricida botanico, Manejo Integrado de Pragas, Produtos naturais,
Seletividade.
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2.1-  Introducéo

O café é uma das commodities agricolas mais valiosas do mundo, seu valor monetério é
superado apenas pelo comércio de petrdleo (Rodriguez-Lopez et al. 2013; Mathur et al. 2014).
A comercializacdo mundial do café e toda sua economia se baseia na producdo de duas
espécies: Coffea arabica (Café ardbica) e Coffea canephora (Robusta); sendo a robusta
responsavel por 40% da producdo de café mundial (Wintgens 2004; USDA 2015). Dentre os
fatores que oneram a producdo cafeeira destacam-se os artropodes pragas tais como o0 &caro-
vermelho-do-cafeeiro, Oligonychus ilicis (McGregor) (Acari: Tetranychidae), sendo esse o
acaro fitofago mais importante encontrado nessa cultura (Gaitan et al. 2015). O. ilicis
alimenta-se na superficie foliar, onde ataca inserindo seu aparelho bucal e sugando o contetido
celular, causando danos as paredes celulares e ao parénquima foliar, com isso as folhas se
tornam bronzeadas com aspecto sem brilho, e automaticamente acometendo a taxa
fotossintética da planta refletindo diretamente na producéo (Reis et al. 1997; Matiello 1998;
Moraes and Flechtmann 2008).

Surtos dessas populacbes sdo frequentemente relatados devido a sua alta capacidade
reprodutiva, mostrando-se capaz de aumentar aproximadamente 20 vezes em cada geracao
(Fahl et al. 2007). O manejo mais utilizado atualmente para combater essa praga é por meio
de acaricidas sintéticos e pela manipulacdo genética das plantas de café, visto que estes
métodos sdo capazes de selecionar populacdes resistentes (Caubet et al. 1992; Collatz and
Dorn 2013). Faz-se necessario estudos que visem desenvolver outros métodos de controle de
baixo impacto ambiental para incrementar 0 manejo integrado para a cultura do cafeeiro.

Para reduzir os efeitos negativos do controle com pesticidas quimicos sintéticos, método
mais utilizado atualmente, uma possivel solucdo € o uso de Gleos essenciais, que mostram
efeitos tdxicos, atrativos, repelentes e reguladores de crescimento em muitos artropodes
(Pitasawat et al. 2007; Park et al. 2012; Kim et al. 2018). Muitos desses 6leos essenciais estao
prontamente disponiveis para serem utilizados na agricultura, pois tanto os 6leos quanto seus
constituintes atendem aos critérios de pesticidas de risco reduzido (US EPA 2004). Extratos
de plantas como Eugenia caryophyllata (Thumberg) (Myrtaceae), Cinnamomum camphora L.
(Lauraceae) e Asarum heterotropoides (F. Schmidt) (Aristolochiaceae) ja se mostraram
efetivo s no controle de alguns artropodes pragas, como por exemplo o caso do 6leo de casca
de Cinnamomum cassia L. (Lauraceae) e seu composto majoritario cinamaldeido, que se
mostrou efetivo em acaros parasitas (George et al. 2010; Kim et al. 2016). No mesmo sentido

0 6leo essencial de Syzygium aromaticum L. (Myrtaceae) que tem propriedades acaricidas de
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responsabilidade do seu composto majoritario eugenol, foi testado em varias espécies de
Acari, como Tyrophagus putrescentiae (Schrank) (Acari: Acaridae), Dermatophagoides
pteronyssinus (Trouessart) (Acari: Pyroglyphidae), Dermacentor nitens (Neumann) (Acari:
Ixodidae) e Dermanyssus gallinae (de Geer) (Acari: Dermanyssidae) (Saad et al. 2006;
ZeringoOta et al. 2013). Quanto ao género Tetranychus spp., que engloba os principais &caros
planticolas potenciais pragas, existem relatos na literatura de efetividade dos 6leos de Mentha
spicata L. (Lamiaceae) e Ocimum basilicum L. (Lamiaceae), incluindo seus principais
compostos, linalol e carvona, ao controle de T. urticae (Badawy et al. 2010; Pavela et al.
2016).

Para que ocorra um eficiente manejo integrado de pragas, € desejavel que exista
compatibilidade entre diferentes métodos de controle. Neste aspecto, acaros predadores,
principalmente da familia Phytoseiidae, sdo amplamente utilizados em diversos cultivos
agricolas como taticas de manejo ecoldgico (Marafeli et al. 2011), podendo até mesmo se
estabelecerem em algumas culturas. Estudos mostram que E. concordis sdo encontrados em
cafeeiros e em outras culturas perenes (Komatsu and Nakano 1988) e os mesmos conseguem
se manter atraves de alimentos alternativos na auséncia da praga, fato que justifica a utilizacéo
de inseticidas sintéticos ou botanicos seletivos (Spongoski et al. 2005; Mineiro et al. 2006;
Silva et al. 2010).

Dessa forma este estudo teve como objetivos avaliar (1) desempenho acaricida em
aplicacdo topica e repelente de 13 Oleos essenciais de plantas da familia Lauraceae,
Lamiaceae, Myrtaceae e Rutaceae ao acaro O. ilicis; (2) as toxicidades em bioensaios de
fumigacdo, ovicida, residual e larvicida dos dois éleos altamente ativos, C. cassia e T.
vulgaris; (3) caracterizar quimicamente os 0leos ativos e verificar sua toxicidade juntamente
com 0s compostos majoritarios aos acaros O. ilicis e ao predador E. concordis; e (4) taxa de

oviposicao destes acaros submetidos aos 6leos e compostos.

2.2- Material e métodos

Obtencao dos 6leos essenciais

Os dleos essenciais empregados nesse trabalho foram adquiridos comercialmente por

meio da empresa Ferquima Industria e Comércio LTDA (Tabela 1).
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Tabela 1- Nomes cientifico e comercial pertencentes aos 6leos essenciais adquiridos pela empresa
Ferquima Ltda e utilizados nos tratamentos desse estudo.

Nome comercial Nome cientifico Familia Parte da planta
do 6leo essencial utilizada
Lavanda Lavandula officinalis Lamiaceae Flores
Tomilho Branco Thymus vulgaris Flores e folhas
Cénfora Branca Cinnamomum camphora Lauraceae Madeira
Ho Wood Cinnamomum camphora var. Madeira
linalooliferum
Canela Céssia Cinnamomum cassia Folhas e cascas
Eucalipto Citriodora Eucalyptus citriodora Myrtaceae Folhas
Eucalipto Globulus Eucalyptus globulus Folhas
Eucalipto Staigeriana Eucalyptus staigeriana Folhas
Melaleuca (Tea Tree) Melaleuca alternifolia Folhas
Lima Destilada Citrus aurantifolia Rutaceae Frutos*
Petitgrain Paraguai Citrus aurantium Folhas

Tangerina Citrus reticulata var .tangerine Casca dos frutos™

Bergamota Citrus auratium var. bergamia Casca dos frutos™

* Prensagem a frio
Fonte: Ferquima Ltda (2020)

Cromatografia gasosa acoplada e espectrometria de massas (CG-EM)

Os 0leos essenciais mais ativos para O. ilicis, C. cassia e T. vulgaris tiveram o perfil
metabolito avaliado empregando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM). As andlises qualitativas foram conduzidas em Cromatografo a Gas Shimadzu
GCMS-QP2010 Plus em coluna capilar apolar RTx5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Foram
empregadas as seguintes condi¢des: modo split a uma razdo de injecdo de 1/20, temperatura
de 250°C para o injetor e fonte de ibns e 280°C para a interface. A temperatura inicial foi
programada para 60°C para 0s 5 primeiros minutos, aumentando a uma taxa de 3°C/min até a
temperatura final de 240°C, completando com uma isoterma de 5 minutos. Os componentes
foram identificados baseados em compara¢fes com o indice de retencdo relativo usando
dados de uma série de n-alcanos (C8-C19), espectro de massas do banco de dados do
equipamento, seguida por comparacdo com os indices de retencdo de dados publicados
(Adams 2007).
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Para as analises quantitativas foi empregado o Cromatdgrafo Shimadzu Gas 2010 com
Detector de lonizacdo de Chama (GC-FID), em uma coluna OV-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25
um) sob as seguintes condi¢cfes: He foi usado com gas de arraste a fluxo constante de 1
mL/min, taxa de injecdo de 1/20, volume de injecdo de 1 ul do 6leo diluido em éter etilico,
com detector a temperatura de 280°C, e o injetor a 250°C. A temperatura inicial da coluna foi
de 60°C por 5 minutos, programada para aquecimento a uma taxa de 3°C/min até atingir a
temperatura final de 240°C, completando com uma isoterma por 5 minutos.

Criacdo e manutencao dos acaros em laboratério

As criacbes do acaro praga e predador foram mantidas em sala climatizada com
temperatura de 252 °C, umidade relativa de 70+10% e fotofase de 14 horas. Os acaros foram
coletados nos cafezais localizados no Campus da Universidade Federal de Lavras, MG, Brasil
e em cafezais da regido. Espécimes de acaros foram coletados, frequentemente, no campo e

colocados nas criacGes-estoque a fim de manter a variabilidade genética.

Criacao de O. ilicis

Os &caros foram mantidos em arenas confeccionadas com folhas inteiras destacadas de
cafeeiro, livre de agroquimicos, conforme metodologia descrita por Reis et al. (1997). Para
isso, placas de Petri de 20 cm de diametro por 2 cm de profundidade tiveram o fundo
recoberto com esponja (1 cm de espessura) umedecida com agua destilada diariamente, sobre
a qual foram dispostas folhas de cafeeiro contendo os acaros. Para a obtencdo de acaros com a
mesma idade (1-2 dias) para a montagem dos experimentos, ocorreu a separacdo prévia de
uma quantidade de ovos da criacdo estoque, e observacdo diaria para a uniformidade de

eclosdo de larvas.

Criacdo do predador E. concordis

A criacdo estoque do acaro predador foi realizada seguindo metodologia de Reis et al.
(1997). Foram utilizadas arenas confeccionadas com discos flexiveis de lamina plastica, de
cor preta, com 9 cm de didmetro, acondicionadas sobre uma pequena lamina d’agua no
interior de placas de Petri de 15 cm de diametro. As arenas eram providas de um pequeno

orificio no centro, para a passagem de um alfinete preso no fundo da placa com o auxilio de
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um adesivo a base de silicone, este com a ponta voltada para cima e a 4gua contida no interior
das placas servindo tanto como barreira, evitando a fuga, como para superficie para colocar-se
polen, para a alimentacdo dos &caros. Em cada arena foi colocada uma laminula de vidro
transparente ou um pedaco de plastico transparente contendo embaixo fios de algodéao
hidréfilo, que serviu de abrigo e de local para postura dos acaros.

Os é&caros receberam como alimentagdo polen de mamoneira (Ricinus communis L.)
coletado conforme metodologia descrita por Komatsu and Nakano (1988), e posteriormente
armazenado em vidro vedado dentro de refrigerador a temperatura de 3 a 5°C, o estoque de
polen foi renovado quinzenalmente. Frequentemente eram oferecidos ao predador E.
concordis presas O. ilicis e T. urticae também para a alimentacdo. Quando as arenas estavam
sujas de pdlen e exuvias, os acaros foram transferidos para outra arena, a fim de se manter a
visibilidade do crescimento da populacdo, bem como caracterizacdo sexual e fase de

desenvolvimento.

Bioensaios

Todos os experimentos foram realizados em sala climatizada com temperatura de 25+2
°C, umidade relativa de 70+10% e fotofase de 14 horas no Laboratorio de Acarologia do
Centro de Pesquisa em Manejo Ecologico de Pragas e Doencas de Plantas - EcoCentro da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais - Epamig Sul de Minas no Campus da
UFLA em Lavras, MG.

Foram utilizados em folhas de cafeeiro (Coffea spp.), coletadas de plantas que nédo
sofreram nenhum tipo de tratamento fitossanitario, sendo que as mesmas serviram como
superficie de aplicacdo e como fonte de alimento para os acaros ali contidos. Cada parcela
experimental consistiu de 10 &caros sendo empregadas 8 repeticdes por tratamento. As
aplicacGes nos testes de pulverizacdo foram feitas por meio de torre de Potter, a uma pressao
de 15Ib/pol?, com um volume de aplicacdo de 1,5+0,5 mg/cm?, em conformidade com o
proposto pela IOBC/WPRS (Hassan et al. 1994). A mesa de pulverizacao da torre foi mantida
a uma distancia de 1,7 cm do tubo de pulverizacao, representando o que ocorre quando é feita
uma pulverizacdo em campo.

Em todos os bioensaios utilizou-se acetona como solvente, e foi utilizado o aparelho
de ultrassom para realizar as solubilizagdes. Como testemunha positiva foi utilizado o
acaricida Abamectin Nortox®, Nortox S.A. Abamectina (avermectina) em concentragdo

méaxima para a cultura recomendada (0,3 ml/L de agua), cafeeiro; como testemunha negativa
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foi utilizado apenas acetona. Nos ensaios com vistas a avaliar a mortalidade, foi considerado
morto o individuo que ndo respondia com movimentos dos apéndices ao toque de um fino

pincel.

Screening de 6leos essenciais em ensaio de aplicagédo topica para O. ilicis

Foram empregados 0s Oleos essenciais (Tabela 1) na concentracdo de 10 mg/ml
previamente solubilizados em acetona. Cada tratamento constituiu de oito placas de Petri de 5
cm de didmetro e 2 cm de profundidade, cada uma contendo um disco foliar de cafeeiro (3 cm
de diametro), disposto sobre um pequeno disco de algoddo umedecido com agua destilada.
Em cada parcela experimental foram inoculadas dez fémeas adultas. As arenas receberam os
tratamentos via pulverizacdo em torre de Potter. Apos a aplicacdo as fémeas adultas foram
transferidas para as arenas experimentais livres de qualquer tratamento. As arenas de
avaliacdo foram compostas por um disco foliar do mesmo tamanho (3 cm) sobre uma lamina
d’agua com um orificio no meio para apoio no alfinete, de modo que os acaros ficassem
contidos em “ilhas”. A mortalidade das fémeas foi observada ao longo de sete dias apds a

pulverizacdo, a cada 24 horas.

Screening de Gleos essenciais em ensaio de repeléncia para O. ilicis

Para estudar a atividade repelente dos 6leos essenciais ao acaro O. ilicis foi utilizada a
metodologia de Kogan and Goeden (1970) com adaptacdes (Marc¢i¢ and Medo 2015). Foram
pulverizados os Oleos essenciais também na concentracdo de 10 mg/ml, previamente
solubilizados em acetona. Os discos foliares de cafeeiro tiveram sua metade coberta com
papel aluminio para formacdo da area controle e a outra metade da folha foi exposta a
pulverizacdo, indicando o tratamento. Apos a secagem, os discos foliares foram colocados em
placas de Petri de 5 cm sob uma lamina d’agua. Com auxilio de um fino pincel, dez fémeas de
acaros adultos foram liberadas em locais diferentes na nervura principal da folha. A contagem
do nimero de &caros presentes em cada metade do disco foliar foi realizada a cada 1 hora,
durante 4 horas, visando determinar o efeito de repeléncia a partir do lado de escolha para o
forrageamento do &caros.

Os Oleos essenciais provenientes de Citrus aurantifolia, Citrus aurantium var.

bergamia e Citrus aurantium apresentaram melhor desempenho, por isso foram empregados
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em outro experimento, conduzido conforme exposto anteriormente, porém empregando as

concentragdes de (2, 3, 4 e 5 mg/ml) para a confirmacédo de repeléncia.

Determinacdo da resposta concentragdo versus mortalidade de O. ilicis em bioensaio de

aplicacdo tdpica

Neste ensaio, foram empregados os 6leos essenciais de C. cassia e T. vulgaris, que
apresentaram bioatividade em aplicacdo tdpica mais promissora. As concentracdes avaliadas
foram de 2,0; 3,0; 4,5; 6,7; 10 e 14,9 mg/ml, as quais foram determinadas por meio de
progressao aritmética, com vistas a obtencdo de faixas de concentracdo que causaram valores
de mortalidade entre 20 e 100%.

Também foi estimado o tempo letal mediano, (TLsg) e tempo letal a 90% da populagéo
(TLgo). Para se estimar esses tempos letais as concentracdes empregadas foram as
concentragdes equivalentes a CLsp € ClLgp.

A mortalidade das fémeas foi avaliada a cada 24 horas ao longo de sete dias apds a
pulverizacdo. Para o célculo da concentracdo letal mediana (CLsp) e concentracao letal a 90%
da populagdo (CLgo) foram empregados os dados obtidos apds 72 horas da aplicagdo dos

tratamentos.

Bioensaio de contato residual com O. ilicis

Foram empregados os Oleos essenciais provenientes de C. cassia e T. vulgaris em
concentracdo equivalente a CLgy determinada anteriormente em aplicacdo topica. Para isso foi
conduzida a aplicacdo dos tratamentos nos discos foliares, via pulverizacdo em torre de Potter.
Os discos foliares foram acondicionados em placas de petri 5 cm para formacgéo das unidades
experimentais, apds 30 segundos os acaros foram liberados no disco para forrageamento. As

avaliacGes de mortalidade foram realizadas durante 7 dias a cada 24 horas.

Atividade ovicida em O. ilicis

Para a conducdo desse experimento quinze fémeas adultas dos &caros foram
confinadas nas arenas durante 24 horas para a obtencdo dos ovos, dos quais foram utilizados
20 ovos por unidade experimental sendo os outros eliminados. Os ovos, assim obtidos

receberam os tratamentos com 0leos essenciais de C. cassia e T. vulgaris em concentracéo
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letal 90%, via pulverizagdo. A eclosdo das larvas foi observada diariamente, por meio de um
microscopio estereoscopico, e quando houve eclosdo da larva, o produto foi considerado sem
efeito ovicida.

A viabilidade dos ovos foi avaliada diariamente, durante sete dias, que é o tempo
suficiente para o Oleo essencial exercer sua atividade sobre o ovo e também para o

desenvolvimento e eclosdo da larva.

Efeito de 6leos essenciais na mortalidade de imaturos de O. ilicis

Larvas recém-eclodidas foram utilizadas para a conducdo desde experimento, para isso
foram confinadas 20 fémeas adultas em discos foliares durante 24 horas, 0s ovos colocados
foram acompanhados durante 2 dias até a uniformizagéo de ecloséo de larvas de mesma idade.
As larvas entdo foram submetidas a pulverizacdo com os 0leos essenciais de C. cassia e T.
vulgaris em concentragdo equivalente a (CLsp) e transferidas para as parcelas experimentais,
livres da aplicagdo dos tratamentos. A avaliacdo de mortalidade foi realizada a cada 24 horas

durante 72 horas.

Atividade fumigante de 6leos essenciais para O. ilicis

Os ensaios para verificar atividade acaricida fumigante foram realizados de acordo
com o método descrito por Mozaffari et al. (2013) com algumas modificacfes. Foram
utilizadas arenas de manutencdo/contencéo de acaros, formadas por placas de Petri 5 cm de
didmetro por 2 cm de profundidade com tampas, contendo dez fémeas adultas em cada
unidade experimental. Discos de papel-filtro foram cortados em 2 cm de diametro e colocados
no topo das tampas das placas de Petri, impregnados com 25 microlitros da (CLsp), a vedacao
foi feita com papel transparente PVC. Observacdes do nimero de acaros mortos foram
registradas durante 72 horas a cada 24 horas, apenas nas primeiras 24 horas os acaros foram
submetidos a acdo fumigante do Oleo, depois as placas foram mantidas abertas para a

avaliacao.

Bioensaio de aplicacdo tdpica com os compostos majoritarios em O. ilicis e E. concordis

Os compostos majoritarios dos Oleos essenciais de C. cassia e T. vulgaris,

respectivamente (trans- Cinamaldeido 97% de pureza e carvacrol 98% pureza) foram
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adquiridos pela Sigma-Aldrich. Os tratamentos empregados consistiram dos ¢leos essenciais e
das substancias puras em concentracdo equivalente a ClLg. Para a determinacdo da
concentracdo a ser empregada levou-se em consideragdo, a porcentagem dessas substancias
encontrados na analise quantitativa por CG-EM. Para a aplicagdo proporcional utilizou-se a
seguinte formula:
CST = COE x TCM (%).

Onde: CST é a Concentracdo a ser testada; COE: Concentracdo do 6leo essencial;
TCM: Teor do composto majoritario presente no éleo em porcentagem.

O ensaio foi conduzido conforme descrito anteriormente, empregando-se 10 fémeas de
O. ilicis ou E. concordis por parcela experimental e a avaliagdo de mortalidade em 7 dias, a
cada 24 horas. Adicionalmente foi contabilizado o niUmero de ovos colocados pelas fémeas

dessas espécies a cada 24 horas, sendo retirados durante as avaliagdes.

Analises estatisticas

Os dados de mortalidade acumulada dos acaros apds a aplicacdo tdépica foram
quantificados a cada 24 horas e foram analisados pelo Modelo Linear Generalizado Misto
(GLMM- Generalized Linear Mixed Models) ajustado pela aproximacao de Laplace, sobre a
suposicdo de uma distribuicdo binomial de erros e funcdo de link Logit, sendo a variavel fixa
0s Oleos avaliados e a variavel aleatoria o tempo.

Para avaliar se os diferentes 6leos foram repelentes, foi utilizado Modelos Lineares
Generalizados (GLM) com distribuicao Poisson (fungdo de ligacao: 'log’) e comparadas pelo
contraste de Tukey. A proporcdo de acaros presentes na folha aplicada na quarta hora foi
comparada para determinar o nivel de repeléncia de cada 0leo, foram analisadas pelo GLM
com distribuicdo quasibinomial para explicar a sobredispersdao dos dados, 0s mesmos testes
forem feitos para comparar as concentracbes menores dos 6leos de Citrus aurantium, Citrus

aurantium var. bergamia e Citrus aurantifolia.

Para o calculo das concentracOes letais do 6leo de C. cassia e T. vulgaris foi ajustado
um modelo log-logistico com dois parametros y = 1/(1+exp{b[In(x)-In(e)]}), o tempo médio
até a morte de 50% e 90% da populacdo avaliada foi calculado para cada uma com os valores
de CLso dos 6leos de C. cassia e T. vulgaris utilizando também um modelo log-logistico com

dois parametros se utilizou o teste "lack-of-fit " para verificar a qualidade do ajuste.
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A proporcdo de ovos eclodidos e proporgdo de mortalidade pelo contato residual dos
6leos de canela e tomilho através da aplicacdo da ClLgy foram analisados pelos GLMM,
binomial e funcdo de link cloglog. O efeito fumigante dos 6leos C. cassia e T. vulgaris na
concentracdo de CLso foram analisados até o terceiro dia pelo GLMM, binomial e fungdo de
link probit, O efeito na mortalidade dos 6leos de C. cassia e T. vulgaris e seus compostos
majoritarios em O. ilicis forem analisados pelo GLMM, binomial e funcdo de link probit,
sendo a variavel fixa os 6leos avaliados e a variavel aleat6ria o tempo em todos 0s casos.

O namero de ovos colocados pelas fémeas das espécies O. ilicis e E. concordis no
periodo de 7 dias, submetidas a aplicacdo da CLsp, CLgo € controle negativo (acetona) foram
analisados pelo GLM com distribuicdo quasipoisson, para explicar a sobredispersdo, funcao
de ligacdo log. O teste da razéo de verossimilhanca (log-likelihood ratio) foi utilizado para
testar o efeito dos diferentes 0leos e compostos majoritarios, seguida por comparacGes de
Tukey (p<0.05), A qualidade do ajuste foi determinada através de um grafico semi-normal

com um envelope de simulagéo.

Todas as analises foram feitas utilizando-se o software R 3.6 (R Core Team 2019) e foram
utilizados os seguintes pacotes: Ime4 (Bates et al. 2015), emmeans (Searle et al. 1980), drc
(Ritz et al. 2015) e hnp (Moral et al. 2017)

2.3- Resultados

Screening de 6leos essenciais em ensaio de aplicacdo tépica para O. ilicis

Os tratamentos com 0s 0Oleos essenciais de C. cassia e T. vulgaris, causaram alta
mortalidade em O. ilicis atingindo 100% de mortalidade; (x* = 2163.952, d.f.= 14, p < 0.001)
aos 7 dias de avaliacdo (Figura 1), resultando assim, um desempenho como potencial
acaricida destes, em relacdo aos outros Oleos testados. Os dleos essenciais de Cinnamomum
camphora, Citrus aurantifolia e Citrus auratium var. bergamia apresentaram valores médios
de mortalidade proximos a testemunha negativa (acetona), indicando menor atividade
acaricida. Os 6leos essencias de Melaleuca alternifolia, Eucalyptus staigeriana e Eucalyptus
globulus tiveram valores de mortalidade ao final de 7 dias proximos a 50%, indicando uma

toxicidade média.

Screening dos 6leos essenciais em ensaio de repeléncia para O. ilicis
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No ensaio de repeléncia foi observado que os 6leos de C. aurantifolia, C. aurantium
var. bergamia e C. aurantium apresentaram acdo repelente acumulada na quarta hora
avaliada ( y? = 66.461, d.f.= 13, p < 0.001) (Figura 2).

Ao se analisar os 0leos de C. aurantifolia, C. aurantium var. bergamia e C. aurantium
verificou-se que a repeléncia tende a diminuir de acordo com a concentragdo, ndo havendo
diferenca significativa da concentracdo de 10 mg/ml para 5 mg/ml nos trés Oleos, as
concentragdes de 2 mg/ml ndo diferiram do controle negativo (acetona). (Material
suplementar 1).

Resposta concentracdo versus mortalidade de O. ilicis em bioensaio de aplicacéo tdpica

As CLsp e CLgo do tratamento com aplicacdo de T. vulgaris foram de 3.24 e 9.82
mg/ml (y? = 46,24, d.f.= 46, p = 0) a CLs, apresentou tempo letal 50 e 90 (TLso e TLgo)
de 3,33 e 15,83 dias (¥? = 80,68, d.f.= 108, p = 0,9771). O tratamento com C. cassia
apresentou uma CLsp e CLgo de 4,90 e 13,69 mg/ml (¥ = 45.56, d.f.= 46, p = 0,4905), 0
TLso € TLg da CLso da canela foi de 2,65 e 12,27 dias (x? = 73,961, d.f.= 108, p =
0,9949) (Figura 3).

Bioensaio de contato residual com O. ilicis

Para a verificacao de toxicidade residual dos 6leos, foi utilizada a CLgp, e durante os 7
dias obtivemos uma mortalidade consideravel em relacdo ao dleo de T. vulgaris, que diferiu
significativamente do 6leo de C. cassia e da testemunha ( xy? = 126,21, d.f.=2, p <
0.001) (Material suplementar 2).

Atividade ovicida em O. ilicis

Em relacdo a atividade ovicida, o 6leo de C. cassia diferiu da testemunha negativa
(acetona) e do 6leo de T. vulgaris, houve uma reducdo na eclosdo média de larvas depois dos
ovos serem tratados com a CLgode C. cassia, indicando uma atividade ovicida para ovos do

acaro O. ilicis ( y? = 35,84, d.f.= 2, p < 0,001) (Material suplementar 3).

Atividade fumigante de 6leos essenciais para O. ilicis
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A toxicidade fumigante foi o pardmetro onde os dleos desempenharam a maior
eficiéncia de controle, utilizando a CLsy tanto no 6leo de C. cassia quanto no 6leo de T.
vulgaris em apenas 24 horas atingiu-se 100% de mortalidade da populacdo analisada de O.
ilicis (y%2 = 63,2, d.f.= 2, p < 0,001) (Material suplementar 4).

Efeito de 6leos essenciais na mortalidade de imaturos de O. ilicis

A atividade em larvas foi verificada na concentracéo letal 50%, e em 72 horas foi
verificado 100% de mortalidade no 6leo de C. cassia, no dleo de T. vulgaris foi verificada
essa mortalidade nas primeiras 24 horas, mostrando efeito significativo dos dois ¢leos, com
destaque de toxicidade ao 6leo de T. vulgaris (y? = 136,21, d.f.= 2, p < 0,001) (Material
suplementar 5), sendo coerente com o resultado obtido na aplicacdo topica dos mesmos 06leos

em fémeas adultas.

Componentes majoritarios dos dois 6leos principais e suas respectivas toxicidades ao

acaro O. ilicis

Utilizando o CG-MS foi possivel caracterizar os constituintes quimicos dos 6leos
essenciais de C. cassia e T. vulgaris (Tabela 2 e 3). Os picos de analise mostraram dois
componentes principais do 6leo de T. vulgaris, orto-cimeno (36%) e carvacrol (26%) e um
componente no 6leo de C. cassia, cinamaldeido <E> (84,21%), o tempo de retencdo (TR)
desses componentes foram 10,28; 13,00 e 12,82 min, respectivamente.

No que se refere ao 0leo essencial de C. cassia que apresentou uma grande quantidade
do componente cinamaldeido <E> os resultados indicaram que este composto é o responsavel
pela toxicidade presente no Oleo, devido a similaridade das curvas de mortalidade (x2 =
1126 ,d.f.= 2,p < 0,001) (Material suplementar 6- A). No dleo de T. vulgaris foi verificado,
que um dos componentes majoritarios, o carvacrol, ndo possui atividade acaricida

significativa para O. ilicis (x2 = 1180 ,d.f. = 2,p < 0,001). (Material suplementar 6- B).

Bioensaio de aplicacdo tépica com o0s 6leos e compostos majoritarios em O. ilicis e E.

concordis
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Observou-se que o Oleo de T. vulgaris na concentracdo letal 90% causou alta
mortalidade para as duas espécies de acaros (Figura 4- A). O composto majoritario do T.
vulgaris, carvacrol, ndo causou grande mortalidade como o 6leo, e suas curvas de mortalidade
entre as espécies e controles foram diferentes (Figura 4- B). Para o tratamento C. cassia, as
duas especies apresentaram curvas de mortalidade que diferiram entre si, porém a seletividade
ndo foi constatada devido a diferenca também do controle negativo (Figura 5- A). Quanto ao
composto majoritario cinamaldeido <E>, presente no 6leo de C. cassia, também foi verificado
que ndo se mostrou seletivo (Figura 5- B) (y? = 2362.45, d.f.= 3, p < 0,001).

A quantidade de ovos colocados pelas duas espécies tratadas com os 0leos e seus
respectivos compostos majoritarios, acompanhou a taxa de mortalidade, quanto maior a
concentracdo, maior a mortalidade e consequentemente menor foi a quantidade total de ovos
depositados. Os compostos majoritarios, o cinamaldeido <E> e o carvacrol causaram aumento
na oviposicao do predador E. concordis na dose letal 50%, possivelmente devido ao efeito de
hormoligose. No tratamento onde se aplicou cinamaldeido na CLso, a taxa de oviposi¢éo de O.
ilicis também foi alta (Material suplementar 7).

2.4- Discussao

Na literatura, ja se foi relatado que diversos Oleos essenciais podem apresentar
toxicidade a diversas familias de acaros, por meio de aplicacdo tdpica, fumigacdo, repeléncia
e outros meios de contato (Hanifah et al. 2011; Al-Assiuty et al. 2019; de Oliveira et al.
2020). Este estudo foi conduzido com finalidade de se descobrir bases para o
desenvolvimento de um agente acaricida provindos de éleos essenciais, sendo uma alternativa
a pesticidas quimicos para o controle do acaro-vermelho-do-cafeeiro, que pode atingir surtos
de populacédo prejudiciais a producédo (Franco et al. 2008). Embora a abordagem convencional
de toxicidade tépica de 6leos essenciais a artropodes tenha ajudado a criar montante de fontes
vegetais ativas, algumas questfes toxicoldgicas complementares sdo importantes, como 0s
modos de acdo dos dleos e seus compostos para toxicidade aguda, acBes comportamentais
subletais, incluindo atividade de repeléncia, toxicidade por contato, efeito em ovos e
fertilidade, e outros pardmetros que complementam o manejo ainda ndo sdo bem estudados
(Tak and Isman 2015).

Nos 6leos essenciais sdo encontradas diversas moléculas que podem ser ativas a acaros
e insetos, devido aos modos de acdo diferentes dessas substancias, o controle pode ser

eficiente e uma provavel resisténcia populacional pode ser evitada (Sparagano et al. 2013;
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Pavela and Benelli 2016). Embora 0 modo de acdo dos metabdlitos secundarios descritos
nesse trabalho ainda ndo tenham sido analisados para nenhuma espécie da familia
Tetranychidae, estes diferentes modos de acdo podem se basear na inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE) e inibicdo da atividade total de adenosina trifosfatases (ATPases)
quando aplicados de forma topica (Abdelgaleil et al. 2016). Ao passo que a toxicidade
fumigante de muitos dleos essenciais para artropodes pode ser principalmente devido também
a inibicdo da acetilcolinesterase (Liu et al. 2018); inibicdo na cadeia de transporte de elétrons
na mitocondria (Liao et al. 2018), acdo nos canais de potassio ativados por célcio (Gautier et
al. 2008) e inibicdo de monooxigenases dependentes do citocromo P450 (Kaufmann et al.
2011). Muitos 0Oleos essenciais e extratos vegetais sao relativamente seguros aos humanos e
outros animais, devido a sua ampla utilizacdo para manipulacdo de cosméticos e como
aditivos alimentares (Ahn et al. 2006; US EPA 2011).

Esse é o primeiro trabalho no qual foi avaliada a toxicidade de Gleos essenciais de
plantas das familias Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae e Rutaceae para O. ilicis. Apesar de
nenhum 6leo da familia Rutaceae (C. aurantium var. bergamia, C. aurantifolia, C. reticulata
var. tangerine e C. aurantium) terem apresentado toxicidade para a espécie, existe na
literatura relatos da atividade acaricida de C. aurantium var. bergamia, para outras espécies de
acaros, como Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae) (Pazinato et al. 2016) e C. reticulata
var tangerine e C. aurantium para Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) (Araujo
et al. 2010; Ribeiro et al. 2019). Para insetos, algumas plantas de Citrus spp tambem
apresentaram toxicidade, C. aurantifolia possui propriedades inseticidas para Callosobruchus
maculatus F. (Coleoptera: Bruchidae) (Boodram and Khan 2019), Tribolium castaneum H.
(Coleoptera: Tenebrionidae) (Abdelgaleil et al. 2015) e Musca domestica L. (Diptera:
Muscidae) (A. Mansour 2011) e ao besouro Tribolium confusum J. (Coleoptera:
Tenebrionidae) (Campolo et al. 2014). Oleos citricos também ja se mostraram eficientes para
o controle da traca do tomateiro Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) e essa
eficiéncia foi maior quando estes 6leos foram emulsionados em nanoformulagdes, diminuindo
também a fitotoxidez para as plantas (Campolo et al. 2017), estudos complementares podem
verificar o tempo maximo de efeito dos 6leos citricos na repeléncia dos &caros a partir das 4
horas testadas, visto que até este periodo, 0s 6leos no presente estudo mostraram-se eficientes.

Em relacdo as plantas da familia Myrtaceae ja foi relatado que Gleo essencial de
plantas de Myrtus communis L. sdo excelentes repelentes para T. urticae (Saad et al. 2006).
Oleos do género Eucalyptus spp. (Eucalyptus bicostata e Eucalyptus sideroxylon) e seus

compostos majoritarios limoneno e 1,8-cineol mostraram também efeito na mortalidade,
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repeléncia e reducdo de fertilidade em fémeas do &caro-rajado, T. urticae (Roh et al. 2013),
tais compostos juntamente com a-pineno também corroboram com os resultados para a
mesma espécie de acaro (Badawy et al. 2010). Neste estudo os 6leos de plantas provindos da
familia Myrtaceae ndo foram bioativos. 1sso pode ser explicado devido ao fato da toxicidade

ser espécie-especifica, muita das vezes.

Laurus nobilis L. (Lauraceae) na literatura ja causou ClLsy de 3,16 microlitros/L,
mostrando tendo efeitos inseticidas em pulgfes da espécie Aphis gossypii G. (Ebrahimi et al.
2013). Oleo de casca de canela, C. cassia ja tiveram efeitos comprovados na repeléncia e
mortalidade de &caros Dermanyssus gallinae (Lee et al. 2019) e também a céanfora, que
também pertence ao género Cinnamomum foram bioativos para outros insetos (Corréa and
Salgado 2011; Cansian et al. 2015). Também, estes mesmos Oleos juntamente com o
composto quimico eugenol ja se mostraram repelentes para os acaros Rhipicephalus
microplus e Dermacentor nitens (Hao et al. 2008; Zeringdta et al. 2013). Em pesquisas
anteriores, a atividade inseticida de 6leo de C. camphora foi comprovada no controle de
pragas de grdos armazenados, como Tribolium confusum J. (Coleoptera: Tenebrionidae) e
Coptotermes curvignathus H. (Blattodea: Rhinotermitidae) (Nenaah and lIbrahim 2011;
Roszaini et al. 2013).

Dos 6leos essenciais de plantas da familia Lauraceae, a espéecie C. cassia se destacou
por desempenhar um efeito acaricida em aplicacdo topica e em outros parametros. Em um
estudo anterior, as respostas acaricidas dos 6leos de C. cassia demonstraram ter variacdes de
efetividade pela: proporcdo, tipo de constituinte do dleo essencial, efeito da enzima de
desintoxicacdo e condicdes biologicas dos acaros de espécies diferentes (Yang and Lee 2012).
Efeitos inseticidas de metabdlitos secundarios provindos de C. cassia ja foram relatados para
diversos insetos na literatura (Jeon et al. 2017; Wang et al. 2018) em relacdo ao aldeido
cindmico aromatico (cinamaldeido <E>), que foi detectado como substancia majoritaria,
justifica-se também essa propriedade bioinseticida, este composto é conhecido como agente
antimicrobiano natural de patdgenos contaminantes de alimentos (Holley and Patel 2005). Seu
mecanismo de acdo é associado a formacdo de base de Schiff com proteinas de membrana
pela reacdo com seu grupo carbonilico livre, o que provoca danos na membrana celular,
blogueando o transporte de substancias pela membrana plasmatica (Gonzalez-Aguilar et al.
2011; Wei et al. 2011). Em relacdo aos compostos quimicos detectados neste estudo pela CG-
EM do 6leo de C. cassia, foram condizentes com os resultados encontrados por Li et al.

(2013) e por Kang and Lee (2018), onde o composto majoritario resultante de trés tipos de
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extracdo diferentes (solvente organico-OS, destilacdo a vapor-SD, e fluido supercritico-SF)
foi também o cinamaldeido <E>, e 0s compostos minoritarios também foram condizentes com

estudos anteriores (Jardim et al. 2018).

Oleos essenciais de quatorze espécies de plantas da familia Lamiaceae ja mostraram
atividades acaricidas e repelentes em fémeas adultas do &caro-vermelho-do-carmim
Tetranychus. cinnabarinus B. (Mansour et al. 1986), para o &caro-rajado, T. urticae as
espécies Origanum vulgare L, Micromeria fruticosa L. e Nepeta racemosa L. também
pertencentes a familia Lamiaceae tiveram efeitos acaricidas constatados (Calmasur et al.
2006; Gholamzadeh Chitgar et al. 2013). Também para 0 &caro-rajado, os 6leos essenciais e
extratos de plantas de lavanda L. officinalis C. e tomilho T. vulgaris L. em aplicacéo topica,
pulverizacdo, controlou populacfes, sendo que o thymol, composto majoritario do 6leo de
tomilho alterou a fecundidade e fertilidade de fémeas tratadas com doses subletais desde
composto, diminuindo consideravelmente suas populacdes (Najafabadi et al. 2012).

O 6leo de T. vulgaris ja foi analisado por CG-EM em diversos paises e varias analises
mostram perfis diferentes de composicdo quimica, em locais da Franca e Seérvia foram
encontrados geraniol, eugenol, timol, sabineno, p-cimeno e carvacrol como compostos
majoritarios do mesmo 6leo provindos de locais de producdo diferentes (Satyal et al. 2016),
essa diferenca é detectada devido a diversos fatores, como variedades da mesma espécie, local
de crescimento da planta e os fatores ambientais, tipo de metodologia utilizado para a
extracdo e entre outros fatores (Thompson et al. 2003; Pavela et al. 2009).

No presente estudo, os dois Gleos essenciais promissores (T. vulgaris e C. cassia)
também foram toxicos para fémeas do acaro E. concordis adulto. Esses resultados sugerem
que, se E. concordis for usado como agente de controle bioldgico, seu tempo de liberacéo
deve ser selecionado adequadamente para minimizar o efeito colateral pela eventual
toxicidade residual do Oleo. Resultados semelhantes foram obtidos por Choi et al. (2004)
quando também foram testados 6leos essenciais das familias Rutaceae, Lamiaceae, Lauraceae
e Myrtaceae e 0s mesmos foram toxicos a praga T. urticae e ao predador Phytoseiulus
persimilis (Athias-Henriot) (Acari: Phytoseiidae) na mesma proporcao.

O composto quimico carvacrol ndo demostrou um desempenho de toxicidade ao acaro
O. ilicis, em estudo para o acaro T. urticae este mesmo composto foi altamente toxico na
aplicacdo de 10mg/ml em 24 h, reduzindo sua efetividade de acordo com a reducdo da
concentracdo (Tak and Isman 2017), este composto também se mostrou toxico para o tripes

Anaphothrips obscurus (Mdller) (Thysanoptera: Thripidae) em laboratério e casa de
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vegetacdo (Lu et al. 2020). Dessa maneira é possivel verificar que os constituintes quimicos
em menores propor¢des (minoritarios) presentes nesse 6leo essencial também sejam bioativos
(Luo et al. 2019) para a especie, ou que exista efeito de sinergismo entre as substancias
presentes (Ali et al. 2018; Pandiyan et al. 2019).

A toxicidade em ensaio de fumigacdo foi onde os Gleos essenciais de T. vulgaris e C.
cassia obtiveram melhor desempenho tdxico, isso € causado pela alta pressao de vapor dos
componentes constituintes dos éleos essenciais no geral, além do fato de que a penetracdo
desses Oleos essenciais serem mais rapidas através das vias aéreas, na forma de vapor, do que
por contato, causando uma penetracdo imediata e uma acdo acaricida instantanea em diversas
espécies ja testadas (Na et al. 2011; Ribeiro et al. 2019; Devi et al. 2020).

A hormese e hormoligose em artrépodes acontece pelo contato subletal de moléculas
inseticidas, estes, estimulam surtos de populagdo em artrépodes ndo alvo, estes mecanismos ja
foram detectados em acaros desde a década de 70 por Dittrich et al. (1974) e mais
recentemente detectados ao acaro O. ilicis que geralmente exibe surtos nas plantacdes de café
apos aplicacdes de piretroides contra o bicho-mineiro, Leucopetera coffeella G. (Guedes and
Cutler 2014). Apesar das semelhangas fisiologicas, os acaros predadores do acaro-vermelho
ndo sdo comprometidos pelo piretroide deltametrina, que € mais tdxica para o a praga e além
disso, a deltametrina ndo leva a efeito comportamental dos &caros predadores, mas induz o
efeito de hormese no acaro-vermelho (Cordeiro et al. 2013). No presente estudo quando
houve a avaliacdo da oviposicao na praga e no predador, foi observado que o &caro predador
teve maior taxa de oviposicdo quando submetido a aplicacdo dos compostos carvacrol e
cinamaldeido <E> na concentracdo letal 50%, confirmando o fato de que efeitos de
hormoligose podem ser diferentes em cada espécie. Para 0s compostos quimicos em questao,
ndo se ha registro de acdo hormética ou de hormoligose para artropodes, sendo este o primeiro
relato de aumento de taxa de oviposicdo em um organismo ndo-alvo.

O fato dos Oleos essenciais promissores ao controle de O. ilicis terem afetado a
sobrevivéncia também do inimigo natural E. concordis é de grande importancia, visto que este
acaro possui grande capacidade de predacdo e esta intimamente associado a praga (da Silveira
et al. 2020). Estes resultados abrem perspectivas para o desenvolvimento de novas pesquisas
com vistas a determinar efeitos residuais dos 6leos nestes predadores e a partir disso sugerir-
se novas técnicas de manejo para a cultura do cafeeiro.

Dessa forma, no presente trabalho pode ser constatada a repeléncia dos 6leos de Citrus
spp e atividade acaricida dos 6leos de C. cassia e de T. vulgaris e do composto majoritario

cinamaldeido <E> para O.ilicis. Este composto embora ativo pode ndo ser o Unico
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responsavel pela atividade acaricida constatada no éleo. Destaca-se ainda a importancia de
estudar mais métodos para se empregar estas substancias e compostos com vistas a melhorar a

integracdo do uso de inseticidas botanicos com o predador E. concordis.
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Figura 1- Mortalidade acumulada de Oligonychus ilicis em 7 dias ap6s aplicacdo topica de dleos

essenciais.
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Figura 2- Bioensaio de repeléncia causada pela aplicacdo dos 6leos essenciais para fémeas adultas de
Oligonychus ilicis.
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Mesma letra ndo ha diferenga significativa, teste de Tukey (p=0.05).



Mortalidade acumulada

52

Figura 3- Curvas de concentracdo - mortalidade dos 6leos essenciais de Thymus vulgaris (tomilho) e
Cinnamomum cassia (canela) para fémeas de Oligonychus ilicis.
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Figura 4- Mortalidade aos acaros Oligonychus ilicis e Euseius concordis causada pelo 6leo essencial
de Thymus vulgaris e de seu respectivo composto majoritario carvacrol na concentragdo letal
90%. A — Desempenho do 6leo de tomilho. B — Desempenho do composto majoritario

carvacrol.
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Mesma letra ndo ha diferenca significativa, teste de Teste de Tukey (p<0.05).
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Figura 5- Mortalidade aos acaros Oligonychus ilicis e Euseius concordis causada pelo 6leo essencial
de Cinnamomum cassia e de seu respectivo composto majoritario cinamaldeido <E> na
concentracdo letal 90%. A — Desempenho do 6leo de Cinnamomum cassia. B — Desempenho
do composto majoritario cinamaldeido.
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Mesma letra ndo ha diferenca significativa, teste de Teste de Tukey (p<0.05).
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Material Suplementar 1 - Bioensaio de repeléncia empregando diferentes concentragcdes dos 6leos
essenciais de Citrus aurantifolia (Lima destilada), Citrus aurantium var. bergamia
(Bergamota) e Citrus aurantium (Petitgrain Paraguai).
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d
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- b :
) B sin
; el
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a) (x%=09545, d.f.=5, p<0.001)
b) (x?=17732, d.f.=5, p <0.001)
c) (x*=4175, d.f.=5, p < 0.001) de acordo com GLM, distribuicio quasibinomial.
Controle - = Acetona.
Mesma letra ndo ha diferenca significativa, teste de Tukey (p=0.05).
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Material Suplementar 2 — Mortalidade acumulada em 7 dias de fémeas de Oligonychus ilicis
submetidas ao contato residual dos 6leos de Thymus vulgaris (tomilho) e Cinnamomum cassia (canela)
na CLgo.
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Curvas de mortalidade de acordo com GLMM, binomial e fun¢éo de link Cloglog
(x? =126.21, d.f.=2, p < 0.001);

Mesma letra ndo ha diferenca significativa, teste de Tukey (p<0.05).



57

Material Suplementar 3 — Eclos@o acumulada dos ovos em 7 dias de Oligonychus ilicis tratados com
0s Gleos essenciais de Thymus vulgaris (tomilho) e Cinnamomum cassia (canela) na CLgg,
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Curvas de ecloséo de larvas de acordo com GLMM, binomial e funcéo de link Cloglog
(x* =35.84, d.f.=2, p <0.001);

Mesma letra ndo ha diferenca significativa, teste de Tukey (p<0.05).
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Material Suplementar 4 — Mortalidade acumulada de fémeas de Oligonychus ilicis em 3 dias, tratados
com os 6leos essenciais de Thymus vulgaris (tomilho) e Cinnamomum cassia (canela) na
CLso por meio de fumigancia.
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Mesma letra ndo tem diferenca significativa, com teste de Tukey (p<0.05).



59

Material Suplementar 5 — Mortalidade acumulada de imaturos de Oligonychus ilicis em 3 dias,
tratados com os 6leos essenciais de Thymus vulgaris (tomilho) e Cinnamomum cassia
(canela) na CLsypor meio de aplicagao tdpica.
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Mesma letra ndo tem diferenca significativa, com teste de Tukey (p<0.05).
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Material Suplementar 6 — Mortalidade de fémeas de Oligonychus ilicis ap6s o tratamento com 6leos
essenciais de Thymus vulgaris (tomilho) e Cinnamomum cassia (canela) e seus respectivos
componentes majoritarios carvacrol e cinamaldeido <E>.
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Mesma letra ndo tem diferenca significativa, com teste de Tukey (p<0.05).
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Material Suplementar 7 — NUmero de ovos colocados pelas fémeas de Oligonychus ilicis e Euseius
concordis num periodo de 7 dias, submetidas a aplicagdo da CLsy e CLg dos Oleos de
Thymus vulgaris (tomilho) e Cinnamomum cassia (canela) e seus respectivos compostos
majoritarios carvacrol e cinamaldeido <E>.

Euseiusconcordis Oligonychus ilicis
Cinnamomum cassia Carvacrol Cinnamomum cassia Carvacrol
w1 a b ¢ b a b | 10

75 -

a b ¢ a b c
20 - 50 =
mﬂii i i | .
. = _ =]

Cinamaldeido <E> Thymus vulgaris Cinamaldeido <E> Thymus vulgans

104 a b ¢ | 100+
30 = 754
50 =
i ii

.

CLsn CLsn Lso CLso L50 CLsn L50 CLsn
Concentragde

Numero médio de ovos

T
T
bes

T = Testemunha negativa (acetona).
Mesma letra ndo tem diferenca significativa, com teste de Tukey (p<0.05).
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APENDICE

Tabela 2: Composicao relativa (%) dos componentes identificados na anélise do 6leo
essencial de folhas e flores de tomilho branco (Thymus vulgaris)

Compostos RI? RI° Thymus vulgaris*
NI 807 - 0.23
NI 815 - 0.28
a-Thujene 926 930 0.18
a-Pinene 933 939 3.06
a-Fenchene 947 952 0.97
B-Pinene 976 979 0.49
Myrcene 992 990 1.58
p-Mentha-1(7),8-diene 1005 1004 0.12
a-Terpinene 1017 1017 0.45
o-Cymene 1028 1026 36.20
Limonene 1030 1029 1.56
y-Terpinene 1060 1059 7.31
Terpinolene 1089 1089 0.12
Linalool 1103 1096 6.76
Camphor 1145 1146 0.25
Isoborneol 1157 1160 0.42
Borneol 1167 1169 1.49
Terpien-4-ol 1178 1177 0.52
a-Terpineol 1193 1188 0.37
y-Terpineol 1199 1199 0.29
Thymol 1290 1290 0.22
Carvacrol 1300 1299 26.07
NI 1318 - 0.14
B-Caryophyllene 1421 1419 1.64
a-Humulene 1455 1454 0.13
B-Bisabolene 1510 1505 0.25
Caryophyllene oxide 1586 1583 0.48
Total identificado (%) 98.58
NI (%) 3.35

RI?: Valores dos indices de retencdo relativa calculados usando a coluna RTX-5 (GCMS) e as séries de n-
alcanos C8 — C19.

RI®: indices de retencdo relativos publicados para a coluna apolar DB-51;

NI: ndo identificado;

*: médias de composicdes relativas calculadas usando a coluna OV-5 (GC-FID) e as séries de n-alcanos
C8-C19.
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Tabela 3: Composicao relativa (%) dos componentes identificados na analise do 6leo
essencial de folhas, cascas e galhos de canela cassia (Cinnamomum cassia)

Compostos RI? RI Cinnamomum cassia*
Benzaldehyde 959 960 0.75
Phenyl ethyl alchol 1114 1108 0.33
Borneol 1166 1169 0.13
Cinnamaldehyde <Z> 1220 1219 0.30
Anisaldehyde <o-> 1244 1242 0.38
Cinnamaldehyde <E> 1282 1270 84.21
a-Copaene 1375 1376 0.38
Coumarin 1439 1434 1.31
Cinnamy acetate <E> 1449 1446 2.82
cinnamaldehyde<(E)>-p- 1537 1564 7.98

methoxy

Total identificado (%) 98.59
NI (%) 141

RI?: Valores dos indices de retencdo relativa calculados usando a coluna RTX-5 (GCMS) e as séries de n-
alcanos C8 — C19.

RI®: indices de retencdo relativos publicados para a coluna apolar DB-51;

NI: ndo identificado;

*: médias de composices relativas calculadas usando a coluna OV-5 (GC-FID) e as séries de n-alcanos
C8-C19.



